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Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de parecer da analise das respostas as pendéncias do projeto de Pesquisa Basica, apresentado a
FAPESP para solicitacdo de Bolsa de Doutorado Direto no Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada-
CeTICS/CEPID, do Instituto Butantan, que utilizara 40mL de sangue de 5 voluntarios homens (mulheres
apresentam variagées hormonais que podem interferir nos resultados dos experimentos), saudaveis,
coletados em duas vezes, com pelo menos 3 horas de jejum prévio. O sangue coletado sera utilizado para
parte dos experimentos que analisardo os proteomas das toxinas presentes no veneno de varias
subespécies do género Bothrops jararaca de cobras, mais especificamente a acdo coagulante de tais
toxinas. Tais experimentos, fornecerao mais subsidios para o entendimento do complexo processo evolutivo
destas espécies, ampliando o conhecimento sobre os diferentes sub-proteomas de glicoproteinas presentes
nas toxinas.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: analisar a variabilidade dos proteomas de venenos do género Bothrops com foco em seus sub-
proteomas de glicoproteinas. Para isso, 0s seguintes objetivos especificos sdo propostos: 1- Identificar por
espectrometria de massas as glicoproteinas com afinidade pelas lectinas SNA (Sambucus nigra Lectin),
MAL | (Maackia amurensis lectin) e PHA-E (Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin) presentes em venenos do
género Bothrops (B. cotiara, B. insularis, B. jararaca, B.

Endereco: Rua General Jardim, 36 - 8° andar

Bairro: Vila Buarque CEP: 01.223-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3397-2464 E-mail: smscep@gmail.com

Pagina 01 de 04



g
comnese  SECRETARIA MUNICIPAL DA
‘t ICAQ  srUDEDESAOPAULO-  EBrasd o
EM PESQUISA - SMS SMS/SP

Continuagéo do Parecer: 3.207.055

moojeni, B. neuwiedi, B. jararacussu, B. erythromelas, B. atrox e B. fonsecai). 2- Analisar por espectrometria
de massas a interacdo de duas fosfolipses A2 (acida e basica) de venenos do género Bothrops, que nao
séo glicosiladas, com as lectinas concanavalin A, wheat germ agglutinin e peanut agglutinin. 3- Analisar o
papel do &cido sialico presente na porcao de carboidratos das proteinases de venenos de Bothrops em suas
atividades enzimaticas (coagulante, gelatinolitica e amidolitica).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

N&o ha beneficios de qualquer natureza para os participantes. Os riscos inerentes a qualquer punc¢éo
venosa simples (hematomas, puncédo arterial, infeccdo, lesdo nervosa e dor) foram devidamente
identificados pela pesquisadora que assume a responsabilidade de tratamento e indeniza¢do caso ocorram.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, com bom embasamento, que pode ajudar a compreender melhor como o &cido sialico
(um componente de algumas toxinas presentes no veneno de varias espécies do género Bothrops) pode
influenciar na atividade coagulante dos componentes do veneno e assim utilizar esse conhecimento para o
desenvolvimento de possiveis estratégias terapéuticas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Foram apresentados, adequadamente, os documentos obrigatorios.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A pesquisadora respondeu a contento as solicitagcbes do CEP:

1) Informar quem serdo os participantes e se tém a possibilidade de entender as

informacdes técnicas do TCLE. Caso contréario, reelabora-lo em linguagem mais

acessivel.

Para a realizacdo dessa pesquisa, serdo recrutados como voluntarios para doagéo de

sangue, os estudantes do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada — LETA do Instituto Butantan.
Considerando que esses estudantes estdo na pds-graduac¢éo ou realizando sua graduac¢éo na area de
biologia/bioquimica, espera-se que a linguagem utilizada no TCLE seja o suficiente para que os voluntarios
compreendam a proposta da pesquisa e como o sangue doado por eles sera utilizado no projeto.

Ainda, quanto ao termo de consentimento, sera realizada uma reunido em nosso

laboratério onde eu, como pesquisadora, irei apresentar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)” e esclarecerei todas as duvidas que surgirem durante esta etapa. Logo apos, os
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voluntéarios iréo receber o TCLE para que seja lido com calma, e sera concedido um tempo adequado para
gque cada convidado a participar da pesquisa possa refletir na tomada de decisdo. Superada essa etapa, 0s
voluntarios que concordarem em participar da pesquisa, deverao assinar as duas vias do TCLE e devolver
uma via para o pesquisador.

2) Reelaborar o trecho do TCLE em que a pesquisadora afirma ndo haver riscos para o

participante, pois toda puncao venosa apresenta riscos, mesmo que minimos, e inserir

no texto, a assunc¢éao de responsabilidade em caso de algum problema decorrente da

puncao venosa realizada para a pesquisa.

O TCLE foi novamente redigido para atender as modificag@es requeridas. O novo

arquivo foi anexado a Plataforma Brasil.

Dessa forma, foi reformulado o item “Riscos e desconfortos para o participante”,

ressaltando os possiveis riscos que o participante estara exposto, como o aparecimento de hematomas na
regido da coleta do sangue, desconforto decorrente da introducdo da agulha no local da puncéo, e o
aparecimento de infecc¢do, risco que serd evitado pelo processo de assepsia padréo.

Ainda foi adicionado que a pesquisadora se responsabilizara por qualquer problema

decorrente da puncdo venosa realizada para a pesquisa e que 0s voluntarios que participardo da pesquisa
pertencem ao Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada (LETA).

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Para inicio da coleta dos dados, o pesquisador devera se apresentar na mesma instancia que autorizou a
realizacdo do estudo (Coordenadoria, Supervisdo, SMS/Gab, etc).

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.
Eventuais modificagBes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificacédo
necessitara de aprovacgéao ética do CEP antes de ser implementada.

De acordo com a Res. CNS 466/12, o pesquisador deve apresentar os relatorios parciais e final através da
Plataforma Brasil, icone Notificacdo. Uma cépia digital (CD/DVD) do projeto finalizado devera ser enviada a
instancia que autorizou a realizacéo do estudo, via correio ou entregue pessoalmente, logo que 0 mesmo
estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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RESUMO

Costa, C.B. Venenos de serpentes do género Bothrops: impacto da glicosilacdo na
complexidade dos proteomas e fungéo de toxinas. 2022. 188p. Tese (Doutorado) -
Programa de Pos-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo.

A variabilidade estrutural € uma caracteristica das proteinas de venenos de serpentes, e a
glicosilacdo é uma das principais modificagbes pos-traducionais que contribui para a
diversificacdo de seus proteomas. Recentes estudos de nosso grupo demonstraram que
venenos do género Bothrops sdo marcadamente definidos pelo seu conteudo de
glicoproteinas, e que a maioria das estruturas de N-glicanos dos tipos hibrido e complexo
identificados em oito venenos deste género contém unidades de &cido sialico. Em paralelo,
em glicoproteinas do veneno de B. cotiara foi identificada a presenca de uma estrutura de
N-acetilglicosamina bissecada. Assim, com o objetivo de investigar a variagdo do contetdo
de glicoproteinas, assim como os mecanismos envolvidos na geracdo dos diferentes
venenos de Bothrops, neste estudo foram analisados comparativamente os glicoproteomas
de nove venenos do género Bothrops (B. atrox, B. cotiara, B. erythromelas, B. fonsecai, B.
insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi). As abordagens
glicoprotedmicas envolveram cromatografia de afinidade e ensaio de pull-down utilizando,
respectivamente, as lectinas SNA (aglutinina de Sambucus nigra) e MAL | (lectina de
Maackia amurensis), que mostram afinidade por unidades de acido sialico nas posicdes,
respectivamente, a2,6 e a2,3; e cromatografia de afinidade com a lectina PHA-E
(eritroaglutinina de Phaseolus vulgaris), que reconhece N-acetilglicosamina bissecada.
Ainda, eletroforese de proteinas, blot de lectina, e identificacdo de proteinas por
espectrometria de massas foram empregadas para caracterizar os glicoproteomas. As
lectinas geraram fragdes dos venenos enriquecidas de diferentes componentes, onde as
principais classes de glicoproteinas identificadas foram metaloprotease, serinoprotease, e
L-amino &cido oxidase, além de outras enzimas pouco abundantes nos venenos. Os
diferentes contetidos de proteinas reconhecidas por essas lectinas, com especificidades
distintas, ressaltaram novos aspectos da variabilidade dos subproteomas de glicoproteinas
desses venenos, dependendo da espécie. Ainda, considerando que metaloproteases e
serinoproteases sdo componentes abundantes nesses venenos e fundamentais no quadro de
envenenamento botrdpico, e que estas enzimas contém diversos sitios de glicosilacdo, o
papel das unidades de &cido sidlico na atividade proteolitica das mesmas foi avaliado.
Assim, a remoc¢do enzimatica de &cido sialico (i) alterou o padrdo de gelatindlise em
zimografia da maioria dos venenos, (ii) diminuiu a atividade proteolitica de alguns venenos
sobre o fibrinogénio e a atividade coagulante do plasma humano de todos os venenos, e
(iii) alterou o perfil de hidrélise de proteinas plasmaticas pelo veneno de B. jararaca,
indicando que este carboidrato pode desempenhar um papel na interacdo das proteases com
seus substratos proteicos. Em contraste, o perfil da atividade amidolitica dos venenos nao
se alterou apos a remocao de acido sidlico e incubacdo com o substrato Bz-Arg-pNA,
indicando que acido sialico ndo é essencial em N-glicanos de serinoproteases atuando sobre
substratos ndo proteicos. Em conjunto, esses resultados expandem o conhecimento sobre a
variabilidade de proteomas de venenos do género Bothrops e apontam a importancia das
cadeias de carboidratos contendo acido sialico nas atividades enzimaticas das proteases
desses venenos.

Palavras-chave: acido sidlico, Bothrops, espectrometria de massas, glicoprotedmica,
protedlise, veneno de serpente.



ABSTRACT

Costa, C.B. Bothrops snake venoms: impact of glycosylation on the complexity of
proteomes and toxins function. 2022. 188p. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry: Institute of Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo.

Structural variability is a feature of snake venom proteins, and glycosylation is one of the
main post-translational modifications that contributes to the diversification of venom
proteomes. Recent studies by our group have shown that Bothrops venoms are markedly
defined by their glycoprotein content, and that most hybrid and complex N-glycan
structures identified in eight venoms of this genus contain sialic acid units. In parallel, the
presence of a bisected N-acetylglucosamine structure was identified in B. cotiara venom
glycoproteins. Thus, with the aim of investigating the variation in the content of
glycoproteins, as well as the mechanisms involved in the generation of different Bothrops
venoms, in this study the glycoproteomes of nine Bothrops venoms (B. atrox, B. cotiara,
B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B.
neuwiedi) were comparatively analyzed. The glycoproteomic approaches involved affinity
chromatography and pulldown using, respectively, the lectins SNA (Sambucus nigra
agglutinin) and MAL | (Maackia amurensis lectin), which show affinity for sialic acid units
at positions, respectively, 02,6 and 02,3, and affinity chromatography with PHA-E
(Phaseolus vulgaris erythroagglutinin), which recognizes bisected N-acetylglucosamine.
In addition, protein electrophoresis, lectin blot, and protein identification by mass
spectrometry were employed for glycoproteome characterization. The lectins generated
venom fractions enriched with different components, where the main classes of
glycoproteins identified were metalloprotease, serine protease, and L-amino acid oxidase,
in addition to other low abundant enzymes. The different contents of proteins recognized
by these lectins of distinct specificities highlighted new aspects of the variability of the
glycoprotein subproteomes of these venoms, depending on the species. Furthermore,
considering that metalloproteases and serine proteases are abundant components of these
venoms and essential in Bothrops envenomation, and that these enzymes contain several
glycosylation sites, the role of sialic acid units in their proteolytic activities was evaluated.
Thus, enzymatic removal of sialic acid (i) altered the pattern of gelatinolysis in zymography
of most venoms, (ii) decreased the proteolytic activity of some venoms on fibrinogen and
the clotting activity of human plasma of all venoms, and (iii) altered the hydrolysis profile
of plasma proteins by B. jararaca venom, indicating that this carbohydrate may play a role
in the interaction of proteases with their protein substrates. In contrast, the profile of
amidolytic activity of the venoms did not change after removal of sialic acid and incubation
with the substrate Bz-Arg-pNA, indicating that sialic acid is not essential in N-glycans of
serine proteases acting on small substrates. Together, these results expand the knowledge
about the variability of proteomes of Bothrops venoms and point to the importance of
carbohydrate chains containing sialic acid in the enzymatic activities of venom proteases.

Keywords: Bothrops, glycoproteomics, mass spectrometry, proteolysis, sialic acid, snake
venom.
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1. INTRODUCAO

1.1 Serpentes do género Bothrops

A superfamilia Colubroidea, da ordem Squamata, € composta por serpentes que
apresentam uma extensa histdria evolutiva e ampla distribuicio geografica . O grupo
de serpentes classificadas como “Advanced snakes” inclui quatro principais familias que
abrangem importantes espécies venenosas (Viperidae, Elapidae, Atractaspididae e
Colubridae) 3, as quais estdo envolvidas na maior parte dos acidentes ofidicos reportados
na atualidade *.

Os acidentes por picadas de serpentes tém causado muitas mortes e lesbes
permanentes em todo o mundo, tornando-se um problema de satide publica global °.
Recentemente classificado pela Organizagcdo Mundial da Saide (OMS) como uma doenca
tropical negligenciada de importante prioridade, o envenenamento ofidico tem afetado
em média de 1 a 2 milhdes de pessoas a cada ano, impactando principalmente paises
tropicais e em desenvolvimento °.

Abordar de forma abrangente os acidentes ofidicos, requer tanto a compreensao
do contexto ecoldgico no qual as serpentes se encontram (considerando seu
comportamento, habitat e distribuicido geografica) *, quanto avaliar a composicio e a
varialibidade dos venenos desses animais ’.

Dentre as serpentes que compreendem o grupo de importancia médica (familias
Atractaspididae, Elapidae e Viperidae), as viperideas destacam-se por apresentarem um
aparato de inoculacdo de veneno muito desenvolvido, no qual a estrutura craniana,
musculos compressores e presas frontais especializadas (denticdo solendglifa)
possibilitam liberar o veneno para o interior dos tecidos de forma eficiente, induzindo a
uma morte rapida nas presas 8 (Figura 1A).

Nas Américas Central e do Sul, a maioria das serpentes peconhentas e que causam
acidentes ofidicos pertencem a familia Viperidae % e, particularmente no Brasil, 0
género Bothrops é responsavel por mais de 80% dos acidentes por picadas por serpentes,

sendo classificado como um grupo de importante relevancia médica 112,
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A distribuicdo geogréafica das espécies de Bothrops no territorio brasileiro é bem
diversificada, e algumas se destacam por abrangerem grande extensao territorial, como é
0 caso da B. moojeni nas regides Centro Oeste, Nordeste e Sudeste, B. atrox nas regides
da floresta amazonica, e B. jararaca encontrada desde o sudeste da Bahia até nordeste do
Rio Grande do Sul 11314 Qutras estdo restritas a certos biomas ou localidades, como a
B. insularis, presente apenas na Ilha da Queimada Grande, no litoral de S&o Paulo (Figura
1B).

B. fonsecai
B. cotiara

B. neuwiedi (Complexo Neuwiedi)
B. jararacussu

B. moojeni

B. erythromelas

B. atrox

B. jararaca

‘S\/\" B. insularis »

Figura 1. Representacdo do sistema de inoculacdo de veneno da familia Viperidae (A) e a distribuicdo
geogréfica das espécies do género Bothrops no Brasil (B). O aparato de inoculagdo de veneno constitui-se
da glandula principal de veneno (gv) e da dentigéo especializada solendglifa, na qual dentes grandes, agudos
e ocos permitem a inoculacéo eficiente do veneno na presa, enquanto a estrutura craniana permite amplos
movimentos através da rotacdo da maxila em torno de sua articulagdo pré-frontal. Mapas adaptados de
Melgarejo e colaboradores'! e Nogueira e colaboradores®®. Figura baseada em Melgarejo e colaboradores??.

A

Ha& ainda as espécies consideradas endémicas, como a B. erythromelas, B.
neuwiedi e B. fonsecai, com distribuicdo mais restritas as regides de Caatinga, mata

atlantica e florestas de araucérias, respectivamente 3,
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A maioria das espécies de Bothrops habitam florestas, mas algumas s&o
encontradas exclusivamente em tipos de vegetacdo mais abertas *4. O género compreende
espécies exclusivamente terrestres (por exemplo, B. neuwiedi), além de varias outras que
possuem habitos semi-arbdreos (B. jararaca) °.

Quanto a habitos alimentares, as espécies do género Bothrops sdo, em sua maioria,
de dieta generalista, enquanto outras mostram preferéncia por presas especificas
(especialistas). Algumas espécies mostram mudancas ontogenética em relacdo a
alimentagio, ou seja, passam de presas ectotérmicas para endotérmicas *° e diversos
estudos que avaliam a composicdo dos venenos dessas serpentes tém reportado
variabilidade n&o apenas associadas a idade das serpentes 16-2°, como também a origem
geogréafica, habitat, variacdo sazonal e o sexo, dentro de uma mesma espécie 212,

Com relacdo as espécies botropoides, muitos estudos de classificacdo
considerando a morfologia, a filogenia e a taxonomia tém sido realizados, porém varios
desses trabalhos tém reportado diferentes resultados, o que reflete a grande diversidade
dessas serpentes e sua distribuicdo nas Américas Central e do Sul 2427,

Diversas sao as caracteristicas morfoldgicas e da historia natural das serpentes, e
do ponto de vista evolutivo, o estudo da composicdo dos proteomas de venenos de
serpentes € um recurso poderoso para compreender oS mecanismos que regulam a
adaptacao destes animais com relacao a captura e morte das presas. Mais ainda, identificar
a composicao dos venenos tem sido de fundamental importancia na interpretacdo dos
efeitos patoldgicos do envenenamento, e neste sentido, compreender 0s mecanismos que
regem a variabilidade de toxinas presentes nos venenos pode contribuir para aprimorar 0

tratamento.

1.2 Composicao de venenos de serpentes viperideas

Venenos de serpentes sdo misturas complexas de proteinas, peptideos, aminas,
carboidratos, lipidios, sal e outras pequenas moléculas 22, que evoluiram ao longo do
tempo para desempenhar um papel critico na captura e imobilizagdo de presas 3L,

Dentre 0s componentes que integram 0s venenos, as proteinas e os peptideos séo
as principais toxinas, que atuando de forma isolada ou sinérgica, afetam processos vitais
da presa, sendo os principais componentes responsaveis pelos efeitos patoldgicos
observados nos quadros de envenenamento 32734,

Estudos transcriptdmicos e protedmicos tém demonstrado que grande parte dos

venenos sdo compostos por componentes enzimaticos e nao enzimaticos, sendo possivel
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restringir seu contetldo a um pequeno nimero de familias de proteinas principais. Assim,
metaloproteases (SVMP, snake venom metalloprotease), serinoproteases (SVSP, snake
venom serine protease), fosfolipases A2 (PLA2), e L-amino &cido oxidases (LAAO)
compdem as principais toxinas enzimaticas, enquanto lectinas tipo-C (CTL),
disintegrinas, proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISP, cysteine rich secretory
proteins), fatores de crescimento, e peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs), sdo
0s principais componentes nao enzimaticos presentes nos venenos de viperideos.

A familia das SVMPs é a mais complexa em termos de estrutura, ja que €
constituida por trés classes de proteases, de acordo com sua organiza¢do dominial na
forma madura (P-l, P-1l e P-lll; *). Classificadas na subfamilia M12B das
metaloproteases, juntamente com as proteinas ADAMs (A Disintegrin And
Metalloprotease) e ADAMTSs (A Disintegrin  And Metalloprotease with
Thrombospondin motifs), as SVMPs sdo enzimas dependentes de zinco e que contém
varias pontes de dissulfeto *°. As SVMPs sdo sintetizadas na forma de zimogénios e
processadas por um mecanismo de Cys-switch para gerar a forma ativa %3, Além da
diversidade estrutural das SVMPs, muitas proteinas desta familia sdo conhecidas por
serem potencialmente glicosiladas “°4?. Consideradas toxinas abundantes em venenos de
viperideos, as SVMPs possuem atividade biolégica comumente associada a
fibrinogendlise, fibrindlise, ativacdo de fatores da cascata de coagulacdo sanguinea e
inibicdo da agregacdo plaquetéria, e estdo envolvidas no quadro hemorréagico observado
no envenenamento botropico 354344,

As SVSPs também apresentam atividade proteolitica sobre componentes da
cascata de coagulagdo sanguinea, e dos sistemas fibrinolitico e calicreina-cinina, levando
ao desequilibrio da hemostasia “>*6. Quanto & classificacdo, as SVSPs integram o cld PA,
familia S1 (quimotripsina) #’, e quanto a especificidade em relagdo ao substrato, sdo
consideradas enzimas semelhantes a tripsina, clivando ligac6es peptidicas contendo Arg
ou Lys na posicdo P1 “>*8, S3o proteinas constituidas de uma Gnica cadeia polipeptidica,
e com massa molecular variando entre 25 e 70 kDa, a depender da extensdo da
glicosilagdo “°.

As PLA2 sdo enzimas que apresentam diversas propriedades farmacoldgicas,
como neurotoxicidade, interferéncia na agregacdo plaquetaria, desestruturacdo da
membrana celular e miotoxicidade “°. Essas toxinas constituem uma superfamilia de
enzimas que hidrolisam a ligacdo éster na posi¢do sn-2 da estrutura do glicerol em

fosfolipidios °-5%; no entanto algumas PLA2 ndo apresentam atividade enzimatica 535,
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As PLA2 sdo compostas por 120-125 residuos de aminoacidos, podendo formar
complexos de proteinas entre si ou com outras classes de toxinas por ligaces covalentes
ou ndo covalentes °°.

As LAAOs sdo flavoproteinas que catalisam de forma estereoespecifica a
desaminacdo oxidativa de um L-aminoacido ao seu a-cetoacido, com a correspondente
liberagdo de peréxido de hidrogénio (H202) e amonia (NHs) °¢°7. Geralmente as LAAOs
apresentam massa molecular variando de 110 a 140 kDa e exibem vérias atividades
patoldgicas, incluindo inducdo de apoptose, edema, inducgéo ou inibicao da agregacao de
plaquetas, e atividades hemorragica e anticoagulante -,

As CRISPs estéo relacionadas com o bloqueio de canais i6nicos e modulagdo da
inflamagéo %%, enquanto as CTLs, proteinas que possuem um dominio funcional de
reconhecimento de carboidratos (DRC), atuam ativando as plaquetas por ligacdo a GPVI,
afetando a funcdo plaquetaria via integrina alpha2betal ou induzindo a ligacdo do fator
de von Willebrand & GPIb %. Aqui a sigla CTL compreende dois tipos de lectinas
presentes nos venenos de serpentes: as lectinas verdadeiras, que se ligam a carboidratos
(C-type lectins; CTLS) e as proteinas semelhantes as lectinas do tipo C (C-type lectin-like
protein; CLPs) %, Ambas apresentam homologia de sequéncia, porém as lectinas
verdadeiras se apresentam como homodimeros de 26-28 kDa, enquanto as CLPs sdo em
sua maioria heterodimeros, ndo possuindo a capacidade de reconhecer carboidratos, pela
auséncia da alca de ligacdo de Ca?* envolvida na ligacio do agticar. Porém sabe-se que
as CLPs possuem diversos alvos biologicos, e acredita-se que evoluiram para
desorganizar o sistema homeostatico da presa, ao ter como alvo principal, os receptores
de glicoproteinas plaquetarias ¢’

Por fim, com relacdo aos componentes presentes em menor abundancia em
venenos do género Bothrops, encontram-se as nucleotidases (5°-Nase), hialuronidases
(Hyal), glutaminil ciclotransferases (GCT), aminopeptidases (APases) e fatores de
crescimento. Em comparagdo com 0s componentes mais abundantes, poucos estudos
abrangem a complexidade destas toxinas minoritarias, porém acredita-se que essas
proteinas possuam funcGes auxiliares, atuando em diversos contextos fisioldgicos na
presa %8,

Assim, as nucleases (como fosfodiesterases, PDEs) e nucleotidases (5'-Nase
ATPase e ADPase) sdo enzimas hidroliticas, que apresentam como uma de suas principais
funcdes a geracdo final de nucleotideos, com consequente producdo de adenosina. A

adenosina auxilia na biodistribuicdo de toxinas contribuindo para a imobilizacdo da presa,
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enquanto aumenta a permeabilidade vascular e promove hipotensdo, sedacdo e
bradicardia %%7°. As hialuronidases, da mesma forma, hidrolisam o hialurano encontrado
na matriz extracelular ", facilitando a difusdo do veneno no tecido da vitima durante o
envenenamento 2. O fator de crescimento endotelial vascular (SVWEGF), estimula a
vasculogénese "3 enquanto o fator de crescimento de nervo (svNGF) exerce importantes
efeitos sistémicos contribuindo na vulnerabilidade tecidual e facilitando a difuséo das
toxinas no organismo da presa ’*. Por fim, as fosfolipases B (PLB) clivam fosfolipideos
na posi¢do sn-1 e sn-2 " enquanto as aminopeptidases (APases) atuam como exo-
metalopeptidases removendo residuos de aminoacidos terminais de proteinas e peptideos,

na presenca de calcio ®.

1.3 Modificagdes pos-traducionais: importante fonte de variabilidade em venenos de
serpentes

A familia Viperidae abriga espécies de serpentes que possuem um alto grau de
especializacdo em seu aparato venenifero, e em especial, as glandulas produtoras de
veneno no género Bothrops tém sido alvo de varios estudos 7'~

As glandulas produtoras de venenos apresentam um lumen central onde é
armazenado o veneno produzido pelas células secretoras. Investigacdes sobre a producéo
de veneno in vivo demonstraram um longo ciclo de producdo, no qual observou-se o
aumento do volume das células secretoras, assim como alguns de componentes (reticulo
endoplasmatico e aparelho de Golgi) e subcomponentes celulares (vesiculas secretoras),
reforgando a intensa atividade biossintetica dessas células '"’®. Ainda, com relacdo a
dindmica da biossintese dessas biomoléculas, foi reportado por estudos de protebmica,
que a sintese de toxinas é assincrona entre as toxinas, e que muito dessas proteinas estdo
presentes no chamado estagio “quiescente”, quando o limen permanece cheio de veneno
79 .

Como a maioria das proteinas secretadas, acredita-se que as proteinas de veneno
sdo sintetizadas no citoplasma de células secretoras na glandula, transferidas para o
reticulo endoplasmico rugoso, em seguida ao aparelho de Golgi, e finalmente
transportadas por granulos secrecdo para o limen da glandula 3. As SVMPs, proteinas
sintetizadas na forma zimogénica, passam por processamento proteolitico, que, segundo
Portes-Junior e colaboradores 8° aparenta ter inicio dentro de vesiculas secretoras, e

continuando no limen da glandula de veneno, até a secregéo.
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Os produtos de sintese da glandula de veneno séo altamente complexos, e a
manutencdo da integridade proteica requer da estrutura glandular um controle fino e
manutencdo da homeostase dentro do lGmen *°. Esta etapa é altamente regulada, sendo
crucial para a expressao das atividades cataliticas das proteases. Assim, tanto a presenca
de inibidores, quanto a manutencao do pH acido, e a presenca de alguns sais contribuem
para a homeostase da glandula, e para manutencao da integridade das proteinas 8385,

Os desafios envolvidos na caracterizagdo completa de venenos de serpentes estdao
relacionados principalmente a sua complexidade. No caso dos venenos de viperideos,
essa caracteristica ndo se deve apenas ao numero de diferentes classes de toxinas, mas
também a varias formas de toxinas com alto grau de variabilidade na estrutura primaria,
resultantes da duplicacdo de genes 868 de evolucdo acelerada, caracterizada por
mutacOes pontuais em regides codificadoras de mMRNAs de toxinas®®®, e de
neofuncionalizagdo %%,

Além das diferentes classes de proteinas encontradas nos venenos e suas diversas
proteoformas, existem ainda mecanismos moleculares que séo responsaveis por aumentar
a complexidade dos proteomas de venenos de serpentes, tais como a variacdo de
sequéncia de aminoacidos em algumas regides, e as diferentes modificacdes pos-
traducionais, incluindo o processamento proteolitico, a oligomerizacdo, a formacao de
pontes de dissulfeto e a glicosilagio (Figura 2A) 397,

Estas caracteristicas resultam em proteinas com propriedades biofisicas e
bioquimicas varidveis dentro da mesma familia de toxinas, podendo exibir diferentes
atividades bioldgicas sobre a presa, como ilustrado, tanto para as SVMPs, que sofrem
processamento proteolitico e oligomerizagdo *, quanto para as SVSPs, que apesar de
apresentarem estruturas primarias semelhantes, possuem variacdes em niveis de
glicosilacdo, massas moleculares, pontos isoelétricos e especificidade por substratos
macromoleculares 4%,

Os eventos poOs-traducionais sdo 0s maiores responsaveis pela variabilidade
encontrada nos proteomas das células e por isso sdo considerados como uma elegante
ferramenta da natureza para aumentar a diversidade das proteinas, sem acessar 0 genoma.
Muitos trabalhos tém relatado a importancia das modificagdes pos-traducionais em
proteinas, em diferentes niveis celulares, 1% onde os principais eventos citados de
modificagdes sobre as proteinas sdo: a fosforilacdo, a sulfatacdo, o processamento por

protedlise, a ligacéo a lipideos e a glicosilagéo.
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Figura 2. Representacdo grafica das modificagGes pos-traducionais que contribuem para a variabilidade das proteinas de venenos de serpentes (A) e representagao das estruturas
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cada glicano, representados em azul claro (B). Figura baseada em Stanley e colaboradores®
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A glicosilacdo de proteinas ¢ a modificacdo pos-traducional mais abundante e
complexa em venenos de serpentes viperideas, afetando de forma significativa o
dobramento, a conformacéo, a estabilidade e a farmacocinética de diversas proteinas, bem
como no aumento da complexidade dos proteomas e na diversificacdo das funcdes das
toxinas 16,34,41,1027104l

A classificacdo da glicosilacdo pode ser feita baseada na natureza da ligagéo
quimica entre os residuos especificos da proteina e os carboidratos ligantes, incluindo a
N-glicosilagdo, a O-glicosilacio, a C-manosilagio e a fosfoglicosilacio *°.

A N-glicosilacdo de proteinas extracelulares ocorre com mais frequéncia no
residuo de asparagina das sequéncias Asn-X-Ser/Thr e em casos mais raros na sequéncia
Asn-X-C, onde X ¢é qualquer aminoacido, exceto prolina (Pro) 1%, A transferéncia dos N-
glicanos para as proteinas ocorre no lado luminal da membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) durante ou ap0s a translocacao da proteina nascente (Figura 2B).

A presencga de aminoacidos na posicdo “X”, pode tanto reduzir a eficiéncia da
glicosilacdo quando o residuo X for um aminoacido de carater acido (Asp ou Glu), quanto
aumentar, quando presente um residuos de Phe . Em geral, a N-glicosilacio desempenha
papel fundamental em muitos processos bioldgicos, atuando em diferentes niveis
estruturais e funcionais das proteinas, tais como dobramento, estabilidade, solubilidade
196 protecdo contra proteases 1%, adesdo celular, migracdo celular e transducao de sinais.

A O-glicosilacdo de proteinas intracelulares e extracelulares ocorre
predominantemente na hidroxila dos residuos de Ser e Thr, sendo também encontrada em
residuos de Tyr, hidroxilisina (Hyl) e hidroxiprolina (Hyp) %. A ligacio GalNAc-a-
Ser/Thr esta presente numa variedade de glicoproteinas presentes nos eucariotos, e os O-
glicanos desempenham, neste contexto, importantes papéis na localizacdo e trafico de
proteinas, em sua solubilidade e nas interacdes célula-célula 1.

A biossintese de N-glicanos ocorre em duas etapas, assim como em dois
compartimentos celulares. A primeira fase € uma via altamente conservada que ocorre na
membrana do reticulo endoplasmatico (RE), no qual um oligossacarideo
(GIcNAc2Man9Glc3) (Figura 2B) é montado em um transportador lipidico (Dolichol-P-
P) e transferido para o residuo selecionado de Asn (Asn-X-Ser/Thr) de uma proteina
recém-sintetizada, que é translocada para o0 RE. A segunda fase comega com o
processamento dos N-glicanos por glicosidases e glicosiltransferases no Iimen do RE, e
finalizando no Golgi. Muitas das glicosidases e glicosiltransferases sdo expressas

diferencialmente, sendo sensiveis ao estado fisiologico da célula %1%, Dessa forma, o
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resultado da glicosilacdo requer a acdo conjunta de diversas enzimas, sem se basear em
um template, como ocorre com 0 genoma e 0 proteoma. Quanto a O-glicosilacdo, a
primeira etapa é realizada no Golgi por uma GalNAc transferase (Figura 2B), seguida por
extensdes e ramificacdes, que resultam em diferentes subtipos de glicano central 0,

Muitas proteinas glicosiladas tém sido descritas em proteomas de venenos,
principalmente por meio da identificagdo de sequéncias consenso (sequons) de N-
glicosilacdo, que permitem inferir a presenca de sitios putativos para tal modificacdo
covalente 11113,

Dessa forma, a utilizacdo de técnicas adicionais que permitam enriquecer as
amostras de misturas complexas de proteinas, como 0s venenos de serpentes, sdo de
fundamental importancia para a caracterizagdo dos glicoproteomas; e nesse contexto as
cromatografias por afinidade que utilizam lectinas com diferentes especificidades surgem
como uma étima opcao para aumentar a concentracdo de diferentes glicoproteinas e ao
mesmo tempo revelar diferengas sutis nos proteomas. Outra vantagem interessante de se
utilizar a cromatografia por afinidade é que esta técnica permite recuperar todas as
proteinas ligados as lectinas sem, contudo, desnaturd-las. Esse fato € de extrema
importancia para estudos que tém como objetivo a caracterizacdo e a analise de atividade
bioldgica das proteinas .

A presenca de grandes porcOes de carboidratos em algumas familias de toxinas
importantes no processo de envenenamento tem motivado muitos pesquisadores a
realizarem seus estudos sobre a glicosilagdo em toxinas purificadas 1**%° e assim, ha
poucos relatos de trabalhos sobre o perfil de glicosilacdo de venenos como um todo.

Gowda e Davidson !® analisaram venenos de vérias espécies de serpentes
utilizando as lectinas MAA, SNA e DAS em experimentos de blot, e demonstraram que
as glicoproteinas dos venenos de Bitis arietans arietans, Crotalus adamanteus, Crotalus
atra e Bungarus fasciatus continham tanto acidos sialicos ligados na configuragdo a2-3
e 2-6, bem como residuos de B-galactosil.

Nawarak e colaboradores " ao analisar dez venenos de serpentes (Bungarus
multicinctus, B. fasciatus, Naja n. Atra, Naja n. kaouthia, Ophiophagus hannah, Vipera
russelli formosensis, V. r. siamensis, Trimeresurus mucrosquamatus, T. stejnegeri, e
Deinagkistrodon acutus) utilizando glicoconjugados de lectinas marcados com
isotiocianato de fluoresceina, evidenciaram que as glicoproteinas de cada veneno tinham
porcOes diferentes de carboidratos em sua estrutura. Em outro estudo, Birrell e

colaboradores 8 também utilizaram oito lectinas para mostrar os variaveis perfis de
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glicoproteinas em venenos dos géneros Notechis, Pseudonaja, Austrelaps, Pseudechis,
Acanthophis, Oxyuranus, Tropidechis, Rhinoplocephalus e Hoplocephalus.

Diferente dos trabalhados relatados anteriormente, Andrade-Silva e colaboradores
41 analisaram sete venenos do género Bothrops (B. cotiara, B. insularis, B. jararaca, B.
moojeni, B. neuwiedi, B. jararacussu, e B. erythromelas) utilizando trés tipos de lectinas
imobilizadas em uma resina (Sepharose) para cromatografia de afinidade. A utilizagdo
dessa técnica permitiu aumentar a cobertura de glicoproteinas identificadas por
espectrometria de massas nesses venenos, e seus resultados indicaram que a escolha de
maultiplas lectinas é de fundamental importancia para conseguir acessar em profundidade
o0s glicoproteomas de venenos de serpentes.

Uma caracteristica estrutural muito bem estudada sobre glicoproteinas ¢ a
presenca de acido sialico nas extremidades terminais das cadeias de carboidratos, sendo
este capaz de conferir a proteina carga negativa e influenciar seu ponto isoelétrico (pl).
Portanto, de acordo com a quantidade de sitios de glicosilagao ocupados em uma proteina
e de quantas moléculas de acido sialico sao adicionadas as cadeias de carboidrato, as
glicoproteinas podem apresentar diferentes massas moleculares e pontos isoelétricos,
como observado, no caso de algumas serinoproteases e LAAOS presentes em venenos
viperideos %121 sugerindo assim que esta modificagao pos-traducional pode ser usada
como um fino ajuste molecular para diversificar o arsenal de toxinas. Além disso, as
cadeias de carboidrato contendo acido sialico sdo hidrofilicas e, portanto, podem
influenciar na solubilidade da proteina, protegendo residuos de aminoacidos hidrofébicos
que porventura estejam presentes na superficie da proteina.

Diversas sdo as contribuices dos residuos de acido sialico e uma delas decorre
da complexidade adicional oferecida por esse monossacarideo as estruturas dos glicanos
nas glicoproteinas (Figura 3). Além das diversas modificacdes que residuos de acido
sidlico sofrem, bem como diversas ligacGes nas posicGes terminais dos glicanos (o que 0s
torna bem adequados para transportar informacgdes de reconhecimento entre glicano-
proteina, célula-célula e patdgeno-célula), os acidos sialicos ainda podem estar ligados a
diversos carboidratos subjacentes contribuindo para a diversidade das cadeias de glicanos
(Figura 3).

Com mais de 60 monossacarideos estruturalmente diferentes, os acidos sialicos
(Sia) somam um grande subconjunto da familia dos alfa-cetoacidos de nove carbonos
chamados &cidos nonulosdnicos *?2. Embora o &cido 5-N-acetilneuraminico (Neu5Ac)

seja 0 acido sialico mais comum, a familia Sia é composta de estruturas que variam no



37

carbono C-5, incluindo o &cido 5-N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) e 2-ceto-desoxi-
nonulosénico (Kdn), com um grupo hidroxila em C-5 2. Diversas modificacdes
adicionais nos acidos sialicos sdo geradas pela acdo enzimaética, por meio de reagdes que
ocorrem principalmente no limen do Golgi e organelas relacionadas, assim como em
sialoglicoconjugados maduros, como exemplo a O-acetilagdo e a sulfatacio > (Figura 3,
item 1).

A diversidade também resulta das diferentes formas pelas quais os acidos sialicos
estdo ligados as cadeias de glicano subjacentes (Figura 3) por meio de seu carbono
anomérico C-2 na configura¢do o, comumente as posi¢des C-3 ou C-6 da galactose, a
posicdo C-6 de N-acetilgalactosamina, ou a posi¢do C-8 ou C-9 de outro acido siélico. As
sialiltransferases (STs) geram cada um desses tipos de ligagdo (Figura 3, item 2).

A maioria dos N-glicanos complexos e hibridos tém ramos resultantes da adicéo
de Gal ao GIcNAc do core dos N-glicanos, produzindo o bloco de construgdo Galpl-
4GIcNAc, conhecido como tipo 2 N-acetilactosamina (LacNAc), ou a adi¢do de GalNAc
ao GlcNAc produzindo antenas com uma extensdo GalNAcB1-4GIcNAc (LacdiNAc),
estruturas essas que contribuem para a diversidade dos N-glicanos (Figura 3, item 3).

Outro nivel de variabilidade, além dos &cidos sidlicos e 0s subsequentes
carboidratos nas estruturas de glicanos, sdo as classes de glicanos adicionados as
proteinas (Figura 3, item 4). Considerando que os glicanos sdo monossacarideos ligados
covalentemente por ligacdes glicosidicas, a forma como esses oligossacarideos sdo
montados compBem as classes de N- e O-glicanos. Ainda, considerando a auséncia de um
molde que indique os tipos de glicanos que sdo produzidos e seus locais especificos de
ligacdo as proteinas, diferentes glicoformas de uma mesma proteina podem ocorrer
devido a ligacdo de glicanos estruturalmente diferentes (microhetereogeneidade), ou que
podem ocupar (em diferentes graus) os sitios de glicosilacdo das proteinas
(macroheterogeneidade) 112 (Figura 3, item 5).

A microheterogeneidade dos oligossacarideos em um unico sitio de glicosilacdo pode
resultar da competicdo entre as glicosiltransferases na linha de montagem na
endomembrana do RE e Complexo de Golgi; assim, a extenséo da ramificacao origina-se
da competicéo das diferentes glicosaminiltransferases '27. A variedade em suas atividades
produzira varias antenas, assim como a transferéncia dos glicanos, para um sitio putativo
de glicosilacdo nem sempre pode ocorrer, devido a restricbes conformacionais durante o
dobramento da glicoproteina (macroheterogeneidade) %128, Dessa forma a regulagéo

especifica da producédo dos glicanos e sua transferéncia para as proteinas € o resultado da
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combinacdo de muitos fatores, podendo variar entre espécies e tipos de células, de acordo
com o momento metabolico e do conjunto das glicotransferases/glicosidases expressas

durante a biossintese do glicano.
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Figura 3. Niveis hierarquicos de complexidade das estruturas de glicanos a partir dos &cidos sialicos
presentes nas porcdes terminais e sua contribuicdo para a micro- e macro-heterogeneidade de
glicoproteinas. Figura baseada em Varky e colaboradores 24,

Os acidos sialicos sdo dotados de uma rica diversidade dentro de um Unico
monossacarideo, do qual a evolugdo usou para mascarar os glicanos subjacentes, modular
0 ambiente biofisico e para aprimorar o reconhecimento especifico por proteinas que
medeiam os processos bioldgicos. Dessa forma, os acidos sialicos desempenham diversas

funcdes no organismo, podendo ter fungdes que ndo sio mutuamente exclusivas 124129130,
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Segundo resultados obtidos em um estudo de nosso grupo, a analise estrutural do
glicoma de oito venenos de Bothrops (B. alcatraz, B. cotiara, B. erythromelas, B.
insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, e B. neuwiedi) revelou a presenga de
4cido sialico na maior parte das 52 composicoes de N-glicanos identificadas 3. Somado
a esse resultado, Andrade-Silva e colaboradores #! identificaram também em seu trabalho
uma grande quantidade de glicoproteinas que se ligaram a uma lectina que reconhece
especificamente acido sialico (Wheat Germ Agglutinin), confirmando assim a presenca
desse epitopo na porgao glicosidica das glicoproteinas de venenos de Bothrops, fator que
deve ter contribuido para a solubilidade das proteinas e favorecido o pH levamente acido,
tipico dos venenos. Lin e colaboradores **? observaram a importancia da presenca de
acido sialico no reconhecimento e nas propriedades farmacocinéticas de uma
serinoprotease com alta atividade fibrinogenolitica do veneno da serpente
Deinagkistrodon acutus. Da mesma forma, Chen e colaboradores 3 perceberam que os
residuos terminais de acido sialico exercem grande influéncia sobre a atividade
enzimatica das proteases, como no caso da metaloprotease de D. siamensis, que mostrou
uma diminuigdo da sua atividade sobre o fibrinogénio, ap6s o processo de remogao de

acido sialico.

1.4 O género Bothrops e a variabilidade de seus proteomas de venenos

A composicdo dos venenos pode fornecer informacGes importantes a respeito da
historia evolutiva de espécies congéneres. De fato, diversos trabalhos tém utilizado
abordagens protedmicas na tentativa de compreender quais 0S mecanismos regem a
variagdo da composicgdo dos venenos. Como exemplo, estudos envolvendo o veneno de
B. jararaca mostraram a clara existéncia de variabilidade ontogenética e sexual 1685134 ¢
geografica 3% No caso de B. atrox ha a observagdo de paedomorfismo, onde as
caracteristicas de venenos de espécimes juvenis sao mantidas nos individuos adultos e
essa diferenga esta intimamente relacionada as diferencas de localizagdo geografica do
habitat 3. Outro trabalho a respeito da variabilidade entre as espécies do género
Bothrops, foi realizado por Paes Leme e colaboradores **® que objetivou a comparagio
dos sub-proteomas de oito espécies (B. jararaca, B. cotiara, B. moojeni, B. jararacussu,
B. bilineata, B. erythromelas, B. insularis e B. neuwiedi) utilizando anticorpos
especificos, analise por eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Para a
analise dos sub-proteomas de proteinas com afinidade pela heparina foi utilizado uma

cromatografia de afinidade. Por fim, um estudo bastante expressivo, foi realizado por
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Sousa e colaboradores 13°

que caracterizaram os protemas dos venenos de Bothropoides
jararaca, B. neuwiedi (subespécies B. n. pauloensis, B. n. matogrossensis, B. n.
marmoratus, B. n. neuwiedi e B. n. diporus), Rhinocerophis alternatus, R. cotiara,
Bothrops jararacussu e B. atrox, reconhecendo que a classificagao filogenética por si s6
nao estava diretamente ligada a composic¢ao proteémica do veneno. Porém diferente do
que foi observado por Sousa e colaboradores, Andrade-Silva e colaboradores *
mostraram que as glicoproteinas dos venenos contribuem para a formagao da assinatura
protedmica de venenos sete espécies do género Bothrops analisadas, refletindo um
agrupamento entre as espécies que espelhou exatamente a organizagdo taxonémica
descrita por Fenwick e colaboradores 2.

Estes e outros estudos tém apontado para variabilidade significativa que ocorre
em venenos de serpentes, porém as bases moleculares da variabilidade estrutural, gerada
por modificagdes pos-traducionais, tais como a glicosilacdo, ainda sao pouco conhecidas,
assim como as relagdes com processos de selegao e adaptacao das serpentes, e o papel de
carboidratos na estabilidade e funcionalidade das toxinas.

2 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral analisar a variabilidade dos proteomas de
venenos do género Bothrops com foco em seus sub-proteomas de glicoproteinas. Para

tanto, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

1- Identificar por espectrometria de massas as glicoproteinas com afinidade pelas
lectinas SNA (Sambucus nigra aglutinina), MAL | (Maackia amurensis leukoaglutinina)
e PHA-E (Phaseolus vulgaris eritroaglutinina) presentes em venenos do género Bothrops
(B. atrox, B. cotiara, B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. jararaca, B.
jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi).

2- Analisar o papel do &cido siélico presente na por¢do de carboidratos das proteases
de venenos de Bothrops em suas atividades enzimaticas (amidolitica, coagulante do
plasma, fibrinogenolitica e gelatinolitica), assim como na degradagdo de proteinas do

plasma humano pelo veneno de B. jararaca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Venenos

Os venenos das espécies do género Bothrops utilizados neste trabalho (B. atrox,
B. cotiara, B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni e B. neuwiedi) foram fornecidos na forma liofilizada pelo Ndcleo Estratégico de
Venenos e Antivenenos (NEVAS) do Instituto Butantan.

3.2 Obtencao do plasma humano

O uso do plasma humano foi aprovado pela Comissdo de Etica Nacional em
Pesquisa, conforme CAAE: 04612318.9.0000.0086. O sangue humano foi coletado de
voluntarios homens, saudaveis, com idade entre 20 e 30 anos, em tubo plastico contendo
solucdo de citrato de sédio na concentracdo final de 0,38%, e centrifugado a 1.000 g, por
10 min, a 4 °C, para obtencdo do plasma. Para o ensaio de atividade coagulante, amostras
de plasma de cinco doadores foram combinadas em um pool. Para o ensaio de incubagéo
de plasma com o veneno de B. jararaca foi utilizado um pool de 3 doadores. Em todos

0s casos, as amostras de plasma foram armazenadas a -80 °C até a utilizacao.

3.3 Quantificacéo de proteinas
A quantificacdo de proteinas presentes nos venenos e de suas respectivas fracdes
foi realizada utilizando o reagente de Bradford '“° e uma curva padrio de albumina sérica

bovina (Sigma-Aldrich).

3.4 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

Para a visualizacdo do perfil proteico das amostras foi realizada a eletroforese em
gel de SDS-poliacrilamida (12%), como descrito por Laemmli 1. Foram utilizados géis
nas dimensdes de 10 cm x 8 cm x 1.5 mm e um sistema de eletroforese Hoefer (GE
Healthcare). As corridas eletroforéticas ocorreram a temperatura ambiente sob voltagem
constante (150 V) e as proteinas foram coradas com nitrato de prata seguindo o método
de (Mortz et al., 2001) ou, alternativamente, com o0 Coomassie Blue Coloidal [(NH4)2SO4
8%, é&cido fosforico 0,68%, Coomassie Brilliant Blue-G250 (Sigma) 0,08%, metanol
25%]. Para as analises em condi¢des redutoras o B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) foi

utilizado como agente redutor.
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3.5 Analise dos glicoproteomas de venenos do género Bothrops

3.5.1 Cromatografia de afinidade por lectinas

As cromatografias de afinidade foram realizadas utilizando lectinas imobilizadas
em agarose, com diferentes especificidades: Sambucus nigra aglutinina (SNA-agarose),
que reconhece residuos de acido sialico na posi¢ao a2-6 (NeuSAc(a2-6)Gal/ GalNAC)
(Shibuya e colaboradores, 1987), e Phaseolus vulgaris eritroaglutinina (PHA-E-agarose),
que reconhece uma estrutura de N-glicano do tipo complexo (GalBl1-4GIcNAcPI1-
2Manal-6 (GIcNAcB1-4) (GlcNAcB1-2Manal-3) Manf4) na qual um residuo de N-
acetilglicosamina encontra-se bissecado (bisecting GIcNAc) 143,

As resinas (SNA-agarose e PHA-E-agarose- Vector Laboratories) (1 mL) foram
acondicionadas em seringas de 3 mL, contendo na porcdo inferior um disco de papel e

uma fina camada de 14 de vidro.

3.5.1.1 Sambucus nigra aglutinina (SNA)

Apbs o preparo das colunas cromatograficas, a resina SNA-agarose (3 mg
lectina/ml gel - >1,5 mg fetuina/ml gel - capacidade de binding) foi pré-equilibrada em
tamp&o HEPES salina (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) contendo CaCl, 0,1 mM, pH 7,5,
de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para a cromatografia, amostras de veneno contendo 20 mg de proteinas (B. atrox,
B. cotiara, B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni e B. neuwiedi) foram ressuspendidas em 1 mL do tampdo de equilibrio e
aplicadas a coluna cromatografica. A incubacdo ocorreu a temperatura ambiente por 20
min, com agitacdes periodicas da solucdo a cada 5 min por meio de perturbacdo do
sistema bifasico manualmente, com o auxilio de pipeta. A fracdo de proteinas ndo retidas
em cada cromatografia foi coletada por meio da lavagem da resina com 15 mL do tampé&o
de equilibrio. Durante todo o processo, houve o monitoramento da absorbancia das
fracOes eluidas, em espectrofotdmetro, a 280 nm. Apds a eluigdo das proteinas que ndo
interagiram com a lectina, a solugédo comercial Glycoprotein eluting solution for sialic
acid-binding lectins — ES-7100 (Vector Laboratories) foi aplicada para a eluigdo das
proteinas retidas na resina, em 4 aliquotas sequenciais de 1 mL, que interagiram com a

resina por 10 min.
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Ao final do procedimento, duas fracbes foram obtidas: das proteinas néo
reconhecidas pela lectina (fracdo ndo retida), e das proteinas reconhecidas e retidas na
resina (fracdo retida).

As proteinas presentes na fracdo retida foram concentradas e dessalinizadas por
precipitacdo, utilizando-se uma mistura de acetona gelada e metanol. Para este
procedimento foi utilizada a proporcéo 8:1 (v:v) de acetona:metanol, com incubacdo a
—80 °C, por 3 h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 g por 90 min a
4 °C, e os pellets obtidos foram ressuspendidos em 50 pL de tampao HEPES 10 mM, pH
8.

Ambas as fracdes foram submetidas a quantificacdo de proteinas pelo método de
Bradford, avaliacdo do perfil eletroforético de proteinas por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida, digestdo com tripsina (3.5.3.1) e andlise por espectrometria de massas
(3.5.4).

3.5.1.2 Phaseolus vulgaris eritroaglutinina (PHA-E)

Para a cromatografia de afinidade em suporte contendo a lectina PHA-E-agarose
(3 mg lectina/ml ge I- 7,5 mg tiroglobulina/ml gel - capacidade de binding) utilizou-se o
tampado de equilibrio HEPES salina (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) contendo CaCl» 0,1
mM e MnCl, 0,1 mM, pH 8,0. Apds o condicionamento da resina, de acordo as instru¢des
do fabricante, amostras contendo 20 mg de proteinas dos venenos do género Bothrops
(como descrito em 3.5.1.1.) foram aplicadas a coluna cromatografica. A incubacdo
ocorreu a temperatura ambiente por 20 min, com agitacdes periodicas da solugdo a cada
5 min por meio de perturbacdo do sistema bifasico manualmente, com o auxilio de pipeta.
A fracdo de proteinas ndo retidas em cada cromatografia foi coletada por meio da lavagem
da resina com 15 mL do tampédo de equilibrio. Durante todo o processo, houve o
monitoramento da absorbéncia das fracdes eluidas, em espectrofotémetro, a 280 nm. Em
seguida, as proteinas retidas na resina foram eluidas com a aplicacdo de 4 aliquotas
sequenciais de 1 mL de acido acético 100 mM, pH 3, que interagiram com a resina por
10 min.

As proteinas que interagiram com a lectina foram concentradas por centrifugagdo
avacuo. Apos esta etapa, as proteinas foram ressuspendidas em 50 uL. de tampdao HEPES
10 mM, pH 8,0, com posterior ajuste do pH para 8,0, utilizando solugdo NaOH 100 mM.

Ao final desse processo, as amostras obtidas foram submetidas a quantificacéo de

proteinas pelo método de Bradford, avaliacdo do perfil eletroforético de proteinas por
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eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, digestdo com tripsina (3.5.3.1), e analise por

espectrometria de massas (3.5.4).

3.5.2 Ensaio de pull down de Maackia amurensis leukoaglutinina (MAL I) com
venenos do género Bothrops

Os ensaios de pull down realizados neste trabalho foram realizados utilizando as

instrucBes do fabricante da resina Streptavidin-Sepharose™ High Performace (GE

Heathcare Life Science) e da lectina MAL 1 biotinilada (Vector Laboratories), conforme

ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. llustragdo das etapas do ensaio de pull down realizado entre a lectina MAL | biotinilada e venenos do género Bothrops.



47

As amostras de venenos do género Bothrops (800 pg de proteinas) foram
solubilizadas em tampao de equilibrio (HEPES 10 mM, pH 7,5) e incubadas com 40 ug
da lectina MAL | biotinilada, por 30 min, a 20 °C. Apés a incubacgdo, a mistura foi
adicionada a 20 uL da resina estreptavidina-Sepharose previamente lavada com 50
volumes de tampao de equilibrio. A interacdo entre a resina e a mistura de proteinas de
veneno e MAL | biotinilada ocorreu por 90 min, a 4 °C, sob constante agitacdo. Como
controle negativo do ensaio foi utilizada a mesma quantidade de veneno (800 pg) com a
resina de estreptavidina-Sepharose (20 plL), e como controle positivo, a mesma
quantidade de lectina MAL 1 biotinilada (40 pg) com a resina de estreptavidina-
Sepharose, nas mesmas condi¢des do ensaio.

Apos as etapas de incubacéo, a resina foi lavada e centrifugada a 4.000 g por 5
min, com 4 volumes de 300 puL do tampdo de equilibrio. Em paralelo, o processo de
lavagem foi monitorado pela determinacdo da absorbancia das amostras em
espectrofotdbmetro, em 280 nm, com o objetivo de confirmar total remog&o das proteinas
que ndo foram capturadas pela estreptavidina-Sepharose.

Ao final do procedimento, o volume correspondente a 10 uL de resina foi
submetido a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida para visualizacdo dos perfis das
proteinas retidas na resina. A identificacdo das proteinas que interagiram com a lectina
MAL | foi realizada por digestdo em gel com tripsina, como descrito no item 3.5.3.2., e

analise por espectrometria de massas (3.5.4).

3.5.3. Digestao tripsinica de proteinas

3.5.3.1 Digestéo tripsinica em solucéo

Para a digestdo das proteinas com tripsina em solucdo foi utilizado o método
descrito por Kinter e Sherman 44, Neste protocolo, a desnaturacio e redugdo das pontes
de dissulfeto das proteinas dos venenos ocorreu utilizando como agente desnaturante a
ureia (Sigma-Aldrich) e como agente redutor o ditiotreitol (DTT) (2-Amino-2-
hidroximetil-propano-1,3-diol) (Sigma-Aldrich).

Amostras de proteinas do veneno (30 ug) foram dissolvidas em 50 uL. do tampao
desnaturante (6 M ureia em Tris-HCI 100 mM, pH 8) e logo apds reduzidas com a adi¢éo
de 5 pL da solugdo redutora (DTT 20 mM em Tris-HCI 100 mM, pH 8) por 1 h, a
temperatura ambiente. Em seguida a reacdo de carbamidometilacdo das cisteinas foi

realizada pela adig¢do de 10 pL da solugdo alquilante (iodoacetamida 20 mM em Tris-HCI
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100 mM, pH 8) e posterior incubacéo a temperatura ambiente, por 1 h, protegida da luz.
Ao final do procedimento, o excesso de iodoacetamida foi consumido pela adi¢éo de 10
uL da solugdo de DTT por 1 h de incubacg&o, a temperatura ambiente.

Com o objetivo de reduzir a concentragdo de uréia para 600 mM, 630 uL de agua
deionizada foram adicionados. O pH da amostra foi conferido e ajustado para
aproximadamente 8. A proporcdo utilizada de tripsina:substrato foi de 1:50 (m/m)
(Sigma-Aldrich) e a reacdo foi mantida a 37 °C por 16 h.

A eficiéncia da digestéo das proteinas foi avaliada por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (12%), e ap0s a confirmacéo da digestdo total das proteinas presentes na
amostra, 0s peptideos resultantes foram dessalinizados utilizando a metodologia de
StageTips, descrita por Rappsilber e colaboradores #°, na qual 3 discos de membranas
SDB-XC (Empore) foram utilizados para dessalinizar as amostras.

O material recuperado das StageTips foi seco por centrifugacdo a vacuo e
dissolvido em 30 pL acido formico 0,1%. Posteriormente a concentragdo de peptideos foi
estimada utilizando uma curva padrdo construida com concentragdes crescentes de
peptideos tripsinicos de soro albumina bovina (Sigma-Aldrich). A leitura da absorbancia
das solucoes foi realizada no comprimento de onda de 214 nm, utilizando o instrumento
NanoVue Plus (GE Healthcare). A solucdo de peptideos foi reservada para identificacéo
por LC-MS/MS.

3.5.3.2. Digestao tripsinica em gel

Para a digestdo das proteinas com tripsina em gel foi utilizado o método descrito
por Hanna e colaboradores ¢, com algumas modificacdes. As solugdes utilizadas foram
preparadas no momento do uso.

Os fragmentos de géis recortados foram incubados em 500 pL de solugdo de
metanol 50% contendo &cido acético 5%, por 2 h, em temperatura ambiente. Em seguida,
essa solucao foi removida e mais 500 pL dessa solugdo foram adicionados aos fragmentos
de gel por uma hora. A etapa de desidratacdo ocorreu pela incubagao por 10 min (2 vezes
por 5 min) em 200 pL de acetonitrila (100%). Apds a remogao dessa solucdo e evaporagao
do excesso de solucdo no sistema de centrifugacdo a vacuo, os pedagos de gel foram
reidratados por 30 min em 30 pL da solugdo redutora DTT (ditiotretiol 10 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM). Decorrido o tempo de reidratagéo, na presenca de DTT,
a solugdo foi retirada e os fragmentos de gel foram incubados por 30 min, em 30 pL, com

a solucdo alquilante 1AA (iodoacetamida 50 mM em bicarbonato de aménio 100 mM).
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Em seguida, a solugdo IAA foi removida e os géis foram lavados com 100 pL de
bicarbonato de amoénio 100 mM. Apos essa etapa, 200 pL de acetonitrila foram
adicionados, e ap6s 5 min removidos. A reidratagdo ocorreu com a adi¢do de 100 pL
bicarbonato de aménio 100 mM por 10 min e uma nova desidratacdo ocorreu com adicao
de 200 pL de acetonitrila 100% por 5 min, sendo essa etapa realizada duas vezes. Logo
apos a retirada de acetonitrila, os fragmentos de gel foram reidratados com 30 puL de uma
solucdo de tripsina (Sigma), na concentragdo de 20 ng/uL em bicarbonato de amdnio 50
mM. Essa mistura permaneceu no gelo por 30 min e em seguida o gel foi coberto pela
adicdo de bicarbonato de amodnio 50 mM, e os tubos contendo os fragmentos de gel foram
incubados a 37 °C, por 16 h.

A extragdo dos peptideos gerados pela tripsina ocorreu com a adi¢ao de 30 uL da
solucdo de acido formico 5% e incubacdo dos pedacos do gel por 10 min a temperatura
ambiente. Em seguida, a solucdo contendo os peptideos foi transferida para um novo tubo,
e uma nova extra¢ao foi realizada com a adi¢ao de 12 pLL de uma solugao de acido formico
5% em acetonitrila 50%. Apds incubagdo por 20 min (duas vezes por 10 min), a solugédo
com os peptideos foi armazenada juntamente com a solucdo anterior de extragdo, ficando
ambas armazenadas no mesmo tubo. Essa solucdo final (que representa o sobrenadante
das duas extrac@es) foi concentrada por centrifugacdo a vacuo e os peptideos resultantes
foram ressuspendidos em 20 pL de acido férmico 0,1%, para posterior identificagdo por

LC-MS/MS.

3.5.4 Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas
Em ambos os processos de digestdo das proteinas (digestdo tripsinica em solucdo
e digestdo em gel) os peptideos obtidos foram submetidos a analise por espectrometria de
massas utilizando o espectrometro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) acoplado a

um sistema de nanoL.C Easy Il (Proxeon), como descrito a seguir.

3.5.4.1 LC-MS/MS

Os peptideos oriundos da digestdo com tripsina em solucéo, apds quantificados,
foram injetados em volumes correspondentes a 3 pg em uma pré-coluna com dimensoes
de 50 mm x 100 um (respectivamente, comprimento ¢ diametro interno), empacotada
com resina C18 de esfera de 5 um (Phenomenex).

A separagdo cromatografica dos peptideos ocorreu em uma coluna analitica de

dimensdes 150 mm x 75 pum (respectivamente, comprimento e didmetro interno),
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preenchida com beads de C-18 de 3 um (Phenomenex). As colunas utilizadas nesse
sistema foram preparadas no Laboratorio Especial de Toxinologia, utilizando capilar de
silica fundido (quartzo amorfo; Polymicro Tecnologies) e um sistema de preenchimento
de colunas.

A cromatografia liquida foi realizada utilizando como solvente (A) uma solugéo
aquosa de 0,1% &cido férmico e como solvente (B) acetonitrila em 0,1% acido féormico.
Assim, 0s peptideos apds serem carregados na coluna analitica foram eluidos por meio
de um gradiente cromatografico com duracdo de 90 min, a uma vazao de 200 nL/min. O
sistema partiu de uma concentracao de 5% de B, levou 45 min para atingir 30% de B,
depois foi de 30% a 95% de B em 10 min, permanecendo por mais 5 min nesta condicao.
Por fim, o sistema retornou para a condi¢éo inicial em 5 min, mantendo 5% de B por 25
min.

Para cada amostra obtida das cromatografias de afinidade com as resinas SNA-
agarose e PHA-E-agarose foram realizadas trés corridas de LC-MS/MS (réplicas
técnicas).

Para a andlise dos peptideos oriundos da tripsinizacdo em gel, o volume
correspondente a 15 uL foi injetado na coluna e apds o carregamento da amostra, a elui¢éo
dos peptideos ocorreu utilizando um gradiente cromatografico de 30 min. O sistema
partiu de uma concentracdo de 5% de B e levou 20 min para atingir 95% de B, depois
permaneceu por mais 5 min nesta condicao, retornando para a condicdo inicial em 5 min.

Para a obtencdo dos espectros de MS, a voltagem do spray de ionizacao foi
configurada para 2.0 kV e o espectrometro de massas foi operado no modo Data
Dependent Acquisition (DDA) no qual o MS? (ou full MS scan) foi adquirido utilizando
a faixa de m/z 200-2000 para varredura com resolucdo de 30.000 no modo FTMS. A
fragmentacdo dos dez ions mais intensos de cada MS? foi realizada por CID (collision
induced dissociation) e os fragmentos analisados no ion trap. A configuracdo da janela
de isolamento, tempo de ativacdo e energia normalizada de colisdo foram,
respectivamente, 2 m/z, 10 ms e 35%. O tempo de exclusdo dinamica foi ajustado para
70 s, com uma lista contendo 500 ions, para diminuir a aquisicao repetida de um mesmo

valor de m/z.

3.5.4.2 Anélise bioinformatica
Os arquivos brutos (raw files) gerados pela analise por LC-MS/MS foram

submetidos a analise bioinformatica utilizando o programa PEAKS X+ (Bioinformatics
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Solutions). As buscas foram realizadas utilizando o banco de dados das sequéncias
anotadas na taxonomia “Serpentes + Venom” do Uniprot (acessado em 15/10/2020;
http://www.uniprot.org/; 115.910 sequéncias) além de 79 sequéncias obtidas pelo
sequenciamento dos transcritos da glandula de veneno de B. jararaca 8.

Para a analise dos peptideos provenientes da reagdo com tripsina, os valores de
tolerancia escolhidos para as massas monoisotopicas considerados foram de 10 ppm para
os eventos de MS e 0,6 Da para os eventos de MS/MS, considerado os ions com carga
+2, +3 e +4. Como modificacdo variavel foi escolhida a oxidacdo da metionina e como
modificacdo fixa a carbamidometilacdo de residuos de cisteina. A enzima de escolha foi
a tripsina, com a tolerdncia de no méaximo 2 clivagens perdidas. O modo de pesquisa
“merged” foi habilitado para a analise.

Os peptideos identificados pelo banco de dados foram filtrados utilizando uma
taxa de FDR (False Discovery Rate) < 1% e um valor para -10 logP > 20. Para a pontuagdo
dos peptideos identificados pelo sequenciamento de novo foram consideradas apenas
identificagcbes com score de novo only superior a 70%.

Em relacdo as proteinas analisadas foram consideradas somente aquelas com valor
de -10 1gP > 20 e identificadas por pelo menos dois peptideos unicos. Como observado
em proteomas complexos, como o0s de venenos de serpentes, 0s peptideos podem ser
compartilhados entre proteinas homologas, levando a necessidade de classifica-las como
“grupos de proteinas”. Para cada grupo de proteina identificado no PEAKS, a primeira

entrada de proteina foi considerada como representante.

3.5.5 Comparacdo de sub-proteomas de proteinas de venenos do género Bothrops
reconhecidas por lectinas

Os sub-proteomas identificados pela analise por digestdo tripsinica e LC-MS/MS
das proteinas obtidas por cromatografia de afinidade com lectinas (SNA e PHAE) e por
ensaio de pull-down (MAL 1) foram analisados segundo sua composicdo, de forma a
classificar os venenos em agrupamentos hierarquicos, de acordo com a presenga ou
auséncia de proteinas identificadas em cada veneno.

Para a geracdo dos heat maps foram geradas listas de codigos de acesso das
proteinas agrupadas por veneno. A partir das tabelas que indicaram a presenga ou
auséncia de cada proteina nos venenos avaliados, utilizou-se a fungdo heatmap.2 " do
programa R, para produzir os gréaficos de clusteriza¢do dos venenos a partir das proteinas

identificadas.



52

Ainda, para a comparacdo das proteinas identificadas, oriundas das
cromatografias de afinidade e pelo ensaio de pull down, foram criados gréaficos de
interseccdo, gerados pelo pacote UpSetR 148, utilizando a linguagem de programagcéo R.

3.5.6 Deteccao de glicoproteinas por blot de lectina

Como metodologia complementar as abordagens de enriquecimento de
glicoproteinas por afinidade a lectinas (cromatografia de afinidade e pull down) foram
realizados ensaios de blot utilizando lectinas marcadas.

Para a deteccdo de glicoproteinas contendo residuos de acido sialico foi utilizado
0 kit DIG Glycan Differetiantion (Roche) que contém as lectinas SNA e Mackia
amurensis aglutinina MAA (mistura de MAL | e Il) marcadas com digoxigenina; e para
a deteccdo de glicoproteinas contendo a estrutura bisecting GIcNAc foi utilizada a lectina
PHA-E marcada com biotina e a estreptavidina-peroxidase (Vector Laboratories).

Para as anélises de blot, usando o kit DIG Glycan Differentiation, amostras de
venenos de Bothrops (30 ug) foram submetidas a separacdo eletroforética em géis de
SDS-poliacrilamida (12%) e transferidas eletroforeticamente para uma membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare) em uma cuba miniVE, preenchida com tampdo de
transferéncia (Tris-HCI 25mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,0037%). A
transferéncia ocorreu sob voltagem fixa de 20 V por 16 h. Apés este periodo, as
membranas foram imersas em solucdo de Vermelho de Ponceau 0,5% em acido acético
1%, para verificar a correta transferéncia das proteinas. Apos, trés etapas de lavagem com
TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,15M, pH 7,5) por 10 min, as membranas foram
blogueadas por 16 h, a 4 °C, em solucdo bloqueadora para evitar ligaces inespecificas.
Ap0ds esta etapa, a membrana foi lavada com solucéo de TBS e incubada com as lectinas
MAA ou SNA marcadas com digoxigenina, nas propor¢oes de, respectivamente, 1:200 e
1:1000. A incubacgéo ocorreu em tampédo TBS contendo MgCl. 1 mM, CaCl. 1 mM e
MnCl2 1 mM, por 90 min, & temperatura ambiente. Ap6s a lavagem, as membranas foram
incubadas por 60 min com anticorpo anti-DIG (digoxigenina) conjugado com fosfatase
alcalina (1:1000 em TBS), seguido por trés etapas de lavagem e posterior coloragdo com
substrato NBT/BCIP (1:50 em Tris-HCI 0,1 M, MgCl> 0,05 M e NaCl 0,1 M, pH 9,5).

Para os ensaios utilizando a lectina PHA-E biotinilada, 15 ug dos venenos de
Bothrops foram submetidos a separacéo eletroforética e posteriormente transferidas como
descrito acima. Apos confirmacéo da transferéncia, a membrana foi lavada com tampéo
PBS (Tampdo fosfato de sédio monobasico 0,05 M, fosfato de sédio dibasico 0,05M,
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NaCl 0,15 M) e bloqueada por 60 min utilizando PBS contendo leite desnatado (1%).
Ap0s a etapa de bloqueio e lavagem da membrana, esta foi incubada por 3 h com a lectina
PHA-E (2 mg/mL) diluida na proporcdo (1:10.000) em PBS contendo 0,1 mM CaCl,. Na
sequéncia, apés lavagem da membrana, a mesma foi incubada por 1 h, com a solucédo de
estreptavidina-peroxidase (1 mg/mL) na proporc¢édo (1:2.000 em PBS), seguido por trés
etapas de lavagem e posterior revelagdo da membrana utilizando o substrato de
quimioluminescéncia para deteccéo de atividade de peroxidase (Horseradish Peroxidase)
do kit Western Sure® Premium (LI-COR).

3.6 Efeito da remocdo enzimatica de acido sialico na atividade proteolitica de
venenos do género Bothrops

3.6.1 Reacdo de dessialilacdo de glicoproteinas

Para avaliar o papel dos residuos de acido sialico nas atividades enzimaticas das
proteases de venenos do género Bothrops, estes foram tratados com a enzima 02-3,6,8,9
Neuraminidase A (New England BioLabs), em condicGes ndo desnaturantes.

A reacdo de dessialilacdo ocorreu conforme instrugbes do fabricante, com
algumas modificagdes, utilizando tampéo acetato de s6dio 50 mM, pH 5,5 contendo 5
mM de CaClo. A incubag¢do das proteinas dos venenos com a enzima 02-3,6,8,9
neuraminidase A ocorreu na proporcdo 1:5 (ug proteinas:U da enzima) por 16 h, a 37 °C.
Como controle negativo, as amostras de veneno foram submetidas a mesmas condicdes
de incubacédo, porém sem a adicdo de enzima. Apés a reacdo, amostras de 5 g de cada
veneno (controle e tratado) foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida (12%) com o intuito de visualizar o perfil eletroforético das mesmas.

3.6.2 Avaliacdo da remocao de acido sialico pela neuraminidase
Para avaliar o resultado da dessialilacdo das glicoproteinas dos venenos pela
enzima a2-3,6,8,9-neuraminidase, além da eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida,
realizou-se o ensaio de blot de lectina, no qual lectinas que reconhecem &cido sialico nas
posicoes a2-3 e a2-6 foram utilizadas para detectar a presenga destes monossacarideos

nas glicoproteinas.
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3.6.3 Atividade gelatinolitica

3.6.3.1 Andlise por incubagdo em solugéo

A atividade gelatinolitica em solucdo foi realizada utilizando o kit EnzCheck
Gelatinase/Collagenase Assay (Invitrogen). Amostras de venenos do género Bothrops (1
ug) nao tratados e tratados com a enzima a2-3,6,8,9-neuraminidase foram incubadas com
5 ng de gelatina conjugada com fluoresceina em tampao M Tris-HCI 0,05, NaCl 0,15 M,
CaClz 5 mM, pH 7,6, em volume total de reagdo de 200 pL. Para o controle positivo da
atividade gelatinolitica foi utilizada a colagenase de Clostridium, na concentracao final
de 0,1 U/mL. Como controle negativo foi utilizada a neuraminidase na mesma
concentragéo presente na incubagdo com os venenos. A reacéo foi realizada em triplicata,
com incubacdo a 37 °C, no escuro. A fluorescéncia foi mensurada nos tempos de 15, 30,
45, 60, 90 e 120 min, utilizando um leitor de microplacas (1420 Multilabel
Counter/Victor; Perkin Elmer), com excitacdo em 480 nm e emissdo em 530 nm. A

andlise foi realizada em triplicata.

3.6.3.2 Analise por zimografia

A atividade gelatinolitica por zimografia foi avaliada utilizando-se géis de SDS-
poliacrilamida (12%) polimerizado com gelatina (Img/mL). Amostras de venenos do
género Bothrops nao tratados e tratados com a enzima 02-3,6,8,9-neuraminidase (25 ug)
foram submetidas a eletroforese. Neste caso, as proteinas foram apenas submetidas a
desnaturacdo com SDS e ndo tiveram suas pontes de dissulfeto reduzidas. Ap6s a corrida
eletroforética, os géis foram incubados por 30 min em solugdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
contendo Triton X-100 2,5%, para remocdo do SDS. Em seguida, estes foram lavados por
10 min com agua destilada e imersos na solugdo de incubacéo para atividade proteolitica
(Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, CaCl, 10 mM, NaCl 200 mM e Igepal 0,02%), por 18 h, a 37
°C. Os géis foram submetidos ao processo de revelagdo utilizando o corante Comassie
Brillant Blue R-250 (Sigma-Aldrich). A atividade proteolitica foi verificada pelo
aparecimento de bandas mais claras no gel, contrastando com o fundo azul, resultado da

digestdo do substrato presente na matriz poliacrilamida-gelatina.

3.6.4 Atividade amidolitica
A atividade amidolitica foi determinada utilizando o substrato cromogénico

Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (L-BAPNA) (Sigma-Aldrich). Amostras de venenos nao
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tratados e tratados com a enzima 02-3,6,8,9-neuraminidase, 5 pug (B. cotiara, B. fonsecai,
B. insularis e B. neuwiedi), 10 pg (B. jararaca), 20 pg (B. jararacussu e B. moojeni) e 30
pg (B. atrox e B. erythromelas) foram incubadas com Bz-Arg-pNA 2 mM, em tampé&o
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, em volume final de 450 pL, a 37 ° C, por 30 min. A reagéo foi
interrompida pela adigdo de 50 puL de acido acético 30%, e a liberagdo de p-nitroanilina
monitorada a 405 nm em espectrofotdmetro. A atividade amidolitica foi calculada
considerando a absorbancia molar de 10.200 M cm™ para a p-nitroanilina. A atividade
amidolitica especifica foi expressa como nmol Bz-Arg-pNA hidrolisado por minuto por

mg de proteina. A analise foi realizada em triplicata.

3.6.5 Atividade fibrinogenolitica
A atividade fibrinogenolitica foi determinada de forma qualitativa, pela
visualizacdo do perfil eletroforético do fibrinogénio apds incubacdo com amostras dos
venenos ndo tratados e tratados com a enzima 02-3,6,8,9-neuraminidase, e de forma

quantitativa, pela mensuracéo dos produtos de hidrolise.

3.6.5.1 Analise por incubacéo em solucdo

A atividade fibrinogenolitica em solucédo foi determinada conforme descrito por
Oliveira e colaboradores 1*° . Amostras de venenos ndo tratados e tratados com a enzima
a2-3,6,8,9-neuraminidase, 2 ug (B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi, B.
insularis, B. atrox e B. fonsecai) e 4 ug (B. erythromelas e B. cotiara) foram incubadas
com 500 ug de fibrinogénio humano (Sigma-Aldrich), em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, CaCl;
0,01 M, pH 8,8, em volume final de 95 pL. A reacao foi realizada por 30 min, a 37 °C e
interrompida com a adi¢do de 5 pL de 4cido tricloroacético 50%. A mistura foi
centrifugada a 10.000 g durante 15 min, a 4° C, e a absorbancia do sobrenadante foi
mensurada em um espectrofotébmetro a 280 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 100
puL. A unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de veneno que gerou um
aumento de uma unidade de absorbancia por minuto a 280 nm. A atividade proteolitica

especifica foi expressa em U/min/mg de proteina. A analise foi realizada em sextuplicata.

3.6.5.2. Analise da hidrolise do fibrinogénio por eletroforese
Fibrinogénio humano (Sigma) foi dissolvido em NaCl 0,15 M, obtendo-se a
concentracdo final de 10 mg/mL. Para o ensaio de hidrolise, amostras de venenos nao

tratados e tratados com a enzima a2-3,6,8,9-neuraminidase foram adicionadas na
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propor¢ao enzima:substrato (1:500) (50 ng veneno:25 pg fibrinogénio) em tampao Tris-
HCI 0,1 M, CaClI2 0,01 M, pH 8,8.

As amostras foram incubadas a 37 °C durante 30 min e a rea¢do enzimética foi
interrompida pela adicdo de tampdo desnaturante e redutor para eletroforese (Laemmli,
1970). Uma amostra de fibrinogénio, usada como controle, foi incubada sem veneno em
condigdes idénticas de concentracdo, temperatura e tempo. As amostras foram analisadas
por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e o gel foi corado com Coomassie
Blue Coloidal G-250.

3.6.6 Atividade coagulante

A determinacdo da atividade coagulante de venenos do género Bothrops sobre o
plasma foi realizada de acordo com Theakston e colaboradores **°, que definiram a Dose
Minima Coagulante (DMC) como a menor quantidade de veneno capaz de coagular uma
solugéo padronizada de plasma citratado em 60 s, a 37 °C.

Para o ensaio de determinacdo da Dose Minima Coagulante (DMC) de venenos
nao tratados e tratados com a enzima 02-3,6,8,9-neuraminidase, foram utilizados 100 pL
de solucdo de veneno em diferentes concentracOes (obtidas através de dilui¢Bes seriadas)
adicionados a 200 puL de plasma humano, contendo 0,38% de citrato de s6dio. A reacdo
ocorreu a 37 °C, utilizando o aparelho fibrémetro (BBL Fibrosystem, Becton Dickinson),
0 qual mensura o tempo necessario para a formacao do coagulo. Para o calculo da DMC
de cada veneno, valores de tempo de coagulacdo e concentracdo de veneno foram usados
para construir uma curva, a partir da qual o valor de DMC foi obtido. Cada ensaio foi
realizado de forma independente e em triplicata.

Os valores de DMC obtidos foram considerados como referéncia para a
determinacdo da DMC dos venenos nao tratados e tratados com a enzima a2-3,6,8,9-
neuraminidase, nas mesmas condic¢des descritas acima. O plasma também foi incubado

com 0,2 U/uL neuraminidase, como controle negativo da reacdo de coagulagao.

3.6.7. Analise estatistica
Os resultados das determinagdes de atividades enzimaticas foram expressos como
média + desvio-padrdo. Para verificacdo de valores discrepantes foi utilizado o teste Z
(Sigma Plot 11 versdo 23.0), seguido da avaliacdo da distribuicdo normal dos dados.
Atendido este critério, a analise estatistica comparativa entre as atividades enzimaticas

das amostras de venenos ndo tratados e tratados com a enzima 02-3,6,8,9-neuraminidase
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(atividade gelatinolitica, fibrinogenolitica, amidolitica e coagulante) foi realizada pelo
Teste t de Student, utilizando o software PRISM 5.0. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

3.6.8 Efeito da remocdo de residuos de &cido sialico na atividade proteolitica do

veneno de B. jararaca sobre o plasma humano

3.6.8.1 Reacdo de dessialilacao de glicoproteinas

Para a reacdo de dessialilagdo, amostras de 50 pug do veneno de B. jararaca foram
incubadas com 125 U da enzima a2-3,6,8,9 neuraminidase A (New England BioLabs),
por 16 h, a 37 °C. A reacdo ocorreu em condi¢des ndo desnaturantes, em tampéao acetato
de s6dio 50 mM, pH 5,5, contendo CaCl, 5 mM. Como controle negativo, as amostras de

veneno foram incubadas nas mesmas condi¢des, porém sem a adi¢do de enzima.

3.6.8.2 Incubacao do plasma com o veneno dessialilado

Apds o tratamento do veneno com a neuraminidase, este foi incubado com plasma
humano, para avaliacdo da atividade proteolitica. Para isso, 500 puL de plasma humano,
contendo citrato de sédio 0,38%, e diluido com PBS 50 mM, pH 7,5 para a concentracdo
de 10 mg/mL foram incubados com 50 pL de solucdo de veneno nao tratado (C) e tratado
com a neuraminidase (T) na concentracao de 1 mg/mL, resultando na proporc¢éo de 1:100
(m/m) entre as proteinas do veneno e do plasma. A reacao de incubacdo ocorreu por 1 h,
a 37 °C, e posteriormente aliquotas de 20 pg das amostras foram utilizadas para
comparacdo de seus perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%). Como
controle, o plasma humano foi incubado com PBS (C1) ou com neuraminidase (C2),
utilizando a mesma quantidade de enzima presente na amostra de veneno dessialilado.
Em seguida, as proteinas plasmaticas foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C até o uso.

Esse experimento foi realizado em triplicata, como descrito na Figura 5.
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Figura 5. llustracdo do experimento realizado com pool de plasma humano e o veneno de B. jararaca ndo
tratado e tratado com neuraminidase. A incubacdo do plasma com o veneno ocorreu a 37 °C, por 60 min.
Cada tubo foi considerado como um experimento independente.

3.6.8.3 Andlise da fracdo peptidica do plasma

3.6.8.3.1. Preparacdo da fracdo peptidica para identificacédo

Para a andlise da fracdo peptidica, 3 mg de cada amostra do plasma liofilizado
foram ressuspendidos em 300 puL de tampdo HEPES 100 mM, ureia 8 M, DTT 20 mM,
pH 8,0. Ap6s o processo de solubilizacdo em temperatura ambiente por 15 min e
quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford, 150 uL de cada amostra foram
submetidos a precipitacdo de proteinas pela adicdo de 150 uL de TCA 20%, seguida de
incubacdo por 16 h, a 4 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a
14000 g, a 4 °C. O sobrenadante resultante, correspondente a fracdo peptidica, foi
submetido ao processo de dessalinizacdo utilizando o sistema de Stage Tip descrita por
Rappsilber e colaboradores (2003), no qual trés membranas SDB-XC (Empore) foram
utilizadas. Ao final do processo, as amostras foram secas por centrifugacdo a vacuo, e

ressuspendidas em 20 pL de solugédo acido formico 0,1%.
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3.6.8.3.2 LC-MS/MS

Os peptideos obtidos do plasma, ap6s processo de precipitacdo e dessalinizagdo,
foram analisados no espectrémetro de massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific)
acoplado a um sistema de nanoLC Easy Il (Proxeon) utilizando uma coluna pré-analitica
com dimensdes de 50 mm x 100 um (respectivamente, comprimento e didmetro interno),
empacotada com resina C18 de esfera de 5 um (Phenomenex) e coluna analitica de
dimensdes 150 mm x 100 pum (respectivamente, comprimento e didmetro interno),
preenchida com beads de C-18 de 3 um (Phenomenex).

Uma aliquota de 18 uL da solugdo de peptideos foi aplicada na coluna analitica e
0s seguintes parametros foram utilizados na cromatografia liquida e aquisicdo de dados
pelo espectrdmetro de massas: fluxo de 200 nL/min e um gradiente de 5 a 40% de
acetonitrila (solvente B) em &cido formico 0,1%, (Solvente A) por 45 min, 6 min até
atingir 90% de B, com retorno ao sistema inicial em 19 min, totalizando um gradiente
cromatografico de 70 min. A voltagem e a temperatura da fonte de ionizacdo foram
ajustadas para 1,5 kV e 200 °C, respectivamente, e o espectrometro foi operado no modo
DDA, no qual uma varredura de massas na regido de m/z de 300 a 2000 foi realizada,
com resolucdo de 60.000 no modo FTMS, seguida de dissociagéo induzida por coliséo de
maior energia (HCD) dos 10 ions mais intensos, com resolugdo de 30.000.

3.6.8.3.3 Anélise bioinformatica

As identificacGes dos peptideos presentes na fracdo peptidica do plasma ap6s
incubagdo com os venenos n&o tratados e tratados com neuraminidase foram realizadas
com o programa PEAKS X+ (Bioinformatics Solutions) que realiza o sequenciamento de
novo, seguido de busca em banco de dados e validacdo estatistica dos peptideos
identificados. Os arquivos brutos (raw files) referentes as analises de MS/MS foram
submetidos a analise utilizando o banco de proteinas Uniprot restrito a taxonomia Homo
sapiens (acessado em 15/07/2021; http://www.uniprot.org/; 26.564 sequéncias,
considerando apenas as entradas anotadas e revisadas). Como parametros de busca foram
utilizados: nenhuma enzima especificada para clivagem; modificacOes variaveis: residuos
de metionina oxidados (+15,9949 Da), acetilacdo de qualquer aminoacido N-terminal
(+42,0105 Da) e deamidacao de asparagina e glutamina (+0.9840 Da); tolerancia de ion
precursor de 10 ppm, tolerancia de ion fragmentado de 0,6 Da. A estimacdo dos falso-

positivos foi feita pela busca de todos os espectros contra um banco de dados decoy,
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criado pelo préprio programa PEAKS. Os peptideos incluidos na analise apresentaram
uma FDR < 1% e para os peptideos identificados pelo sequenciamento de novo foram
consideradas apenas identificagbes com score de novo only superior a 70%. Para a
comparacdo do degradoma de proteinas do plasma gerado pelo veneno de B. jararaca
ndo tratado e tratado com a neuraminidase apenas peptideos Unicos e identificados nas
trés incubacgdes independentes com o plasma foram considerados para a identificacdo das
proteinas clivadas.

4. RESULTADOS

4.1 Analise de glicoproteomas de venenos do género Bothrops

Os glicoproteomas de nove venenos do género Bothrops foram caracterizados
utilizando-se a abordagem experimental de enriquecimento de proteinas no qual lectinas
com diferentes especificidades foram utilizadas para reconhecer glicanos presentes nas
proteinas dos venenos. A escolha das lectinas baseou-se em nossos estudos anteriores que
revelaram dois achados importantes nas estruturas de N-glicanos de venenos do género
Bothrops: a presenca de acido sialico terminal na maioria dos N-glicanos, e a presenca da
estrutura bisecting GICNAc apenas no veneno de B. cotiara 3.

No presente estudo, dentre as lectinas utilizadas, duas estavam imobilizadas em
agarose (SNA e PHA-E), o que permitiu a realizacdo de cromatografias de afinidade. A
outra lectina utilizada (MAL 1) estava conjugada com biotina, o que nos levou a utilizar
0 sistema de interacdo biotina-estreptavidina para realizar o enriquecimento das

glicoproteinas, utilizando a abordagem de pull down.

4.1.1 Cromatografia de afinidade: Sambucus nigra aglutinina (SNA)

Com o objetivo de explorar o contetdo de glicoproteinas dos venenos do género
Bothrops que apresentem residuos de &cido sialico em suas estruturas de N-glicanos, foi
utilizada a lectina Sambucus nigra aglutinina (SNA) imobilizada em agarose,
considerando que esta lectina reconhece esses monossacarideos na configuracdo
NeuAca-2,6-Gal/GalNAc.

Os perfis cromatograficos de nove venenos do género Bothrops, mostrados na
Figura 6, indicam que apenas uma pequena parte das proteinas interagiram com a resina
de SNA-agarose. Porém, é possivel destacar algumas diferencas entre 0s venenos

analisados, como é o caso do veneno de B. jararacussu que mostrou um perfil de elui¢éo
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de proteinas diferente dos demais, com intensidades de absorbancia das fracdes retidas na
resina comparativamente mais altas do que o dos outros venenos, sugerindo a presenga

de uma maior proporcao de proteinas reconhecidas pela SNA.
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Figura 6. Perfis das cromatografias de afinidade usando a lectina Sambucus nigra aglutinina (SNA) imobilizada em agarose e venenos do género Bothrops.
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Os perfis cromatograficos, quando avaliados em relacdo a porcentagem de
recuperacédo das proteinas (Tabela 1), reforcam as sutis diferengas no enriquecimento de
proteinas pela SNA-agarose entre os venenos. A porcdo de proteinas retidas na resina
representa uma pequena parte das proteinas totais dos venenos (menos de 0,3%),
destacando-se apenas o veneno de B. jararacussu (0,5%). Esses resultados indicaram a
baixa abundéancia de glicoproteinas reconhecidas pela SNA nesses venenos. No caso dos
venenos de B. fonsecai, B. erythromelas e B. cotiara a recuperacdo de proteinas
reconhecidas pela lectina foi ainda menor (< 0,08%). Em alguns casos, como 0 veneno
de B. cotiara, foi realizado mais de um experimento de cromatografia de afinidade, para
obter ao final a quantidade necesséria de proteinas (30 pg), utilizadas para a identificacéo

por espectrometria de massas (Tabela 1).

Tabela 1. Cromatografias de afinidade usando a resina SNA-agarose e venenos do género
Bothrops. Quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford.

Veneno
Frac&o ndo retida
Fracéo retida

B. atrox B. cotiara B. erythromelas
Cromatografia#l Cromatografia#l Cromatografia#2 Cromatografia#3 Cromatografia #1
1861mg 100% 16,88mg 100% 16,08 mg 100% 16,17mg 100% 14,89mg 100%
1666 mg 89% 1430mg 84% 1369mg 85% 1336mg 79% 11,98mg 81%

0,050 mg 0,27%

0,011mg 0,07%

0,009 mg 0,06%

0,011 mg 0,07%

0,008mg 0,02%

B. fonsecai B. insularis B. jararaca
Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #1
Veneno 17,02 mg 100% 17,51 mg 100% 18,56 mg  100%
Fracdo ndo retida 14,86 mg 87% 16,75 mg 95% 1711mg  92%
Fracao retida 0,006 mg  0,04% 0,036 mg 0,21% 0,063mg 0,29%
B. jararacussu B. moojeni B. neuwiedi
Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #1
Veneno 17,99 mg 100% 17,52 mg 100% 17,77mg  100%
Fracdo ndo retida 15,31 mg 85% 14,32 mg 82% 1368mg  77%
Fracao retida 0,103mg 0,57% 0,042 mg 0,24% 0,053 mg 0,30%

Quanto a abundancia de proteinas que contém 4acido sialico na configuragdo a-2,6
em venenos de Bothrops, podemos inferir, pelos valores de recuperagdo de proteinas nas
fragOes retidas pela SNA-agarose, que se trata de uma forma pouco abundante de N-
glicano. Outro fator a ser considerado para a analise dos valores de recuperacéo € a perda
inerente de proteinas no processo de precipitacéo e limpeza da amostra.

Com relacdo ao perfil eletroforético das proteinas que interagiram com a resina de
SNA-agarose (Figura 7), pode-se observar que 0os componentes que mostraram afinidade
pela lectina foram diferentes entre os venenos, porém, na maioria dos perfis foi observada

uma banda de proteina de ~14 kDa, embora com intensidade variavel. Em venenos de
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Bothrops, essas bandas correspondem a proteinas que ndo sdo glicosiladas, tais como
fosfolipase A2 (PLAZ2) e lectinas do tipo C (CTL).
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Figura 7. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) de venenos do género Bothrops (10
pg) submetidos a cromatografia de afinidade em resina de SNA-agarose. M: padrdes de massa molecular.
Proteinas coradas com nitrato de prata.

Outra observacdo em relacdo aos perfis eletroforéticos foi que, na maioria dos
casos, proteinas de massa molecular abaixo de 50 kDa se ligaram a resina de SNA-
agarose, sendo que para alguns venenos, como B. cotiara, B. erythromelas e B. fonsecai
foram observadas poucas bandas e de baixa intensidade de coloracao.

Quando os perfis eletroforéticos das proteinas eluidas das cromatografias de SNA-
agarose sdo comparados com aqueles utilizando outras lectinas *' verifica-se que o
contetido de proteinas que se ligaram a Concanavalina A-agarose, por exemplo, foi muito
mais complexo e diversificado do que aquele das proteinas que interagiram com a SNA.
Isso sugere que o repertdrio de glicoproteinas dos venenos de Bothrops seja mais rico em
glicanos que contenham manose do que 4cido sialico na posi¢ao a2,6.

Para identificacdo, as proteinas retidas na resina de SNA-agarose foram
submetidas a digestdo por tripsina e analisadas por LC-MS/MS. Devido ao baixo rendimento
das cromatografias de afinidade e a limitacdo de disponibilidade dos venenos de B.
fonsecai e B. erythromelas, ndo foi possivel realizar a identificacdo das proteinas retidas
na resina, visto que o material obtido ndo foi suficiente (<30 pg). Dessa forma, a

identificacdo das proteinas retidas se restringiu aos setes venenos restantes, cujas listas de
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proteinas identificadas por espectrometria de massas sdo apresentadas nas Tabelas

Suplementares 1 e 2.

4.1.1.1 Identificacdo de proteinas

A Tabela 2 apresenta um resumo da quantidade de grupos de proteinas
identificados nas fragOes retidas na resina de SNA-agarose, de acordo com as classes de
toxinas de venenos do género Bothrops.

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos de proteinas identificados nas fragdes de venenos do
género Bothrops retidas nas cromatografias de afinidade na resina de SNA-agarose.

Venenos do género Bothrops

Classe de toxinas B. atrox B. cotiara B.insularis B.jararaca B.jararacussu B. moojeni B. neuwiedi

SVMP 9 5 1 17 5 13 8
SVSP 11 5 5 7 1 5 6
LAAO 1 0 0 1 1 1 1
CTL 11 8 0 17 5 11 7
PLA2 2 3 2 4 2 6 5
PLB 1 3 0 1 0 1 0
oT 4 8 0 5 2 4 2
Total 39 32 8 52 16 41 29

A quantidade variavel de grupos de proteinas identificados entre 0s venenos
mostra como as classes de toxinas que interagiram com a resina de SNA-agarose foram
diferentes, e dessa forma, ndo foi possivel identificar um padrdo de enriquecimento de
classe de toxina comum a todos 0s venenos.

Outro fato notavel neste experimento foi a auséncia de correlacdo entre a
quantidade de proteinas totais recuperadas nas fracdes com afinidade pela resina de SNA-
agarose e 0 numero de grupos de proteinas identificados nas mesmas. No caso de B.
jararacussu, 0 veneno que mostrou a maior quantidade de proteinas retidas (Tabela 1),
apenas 16 grupos de proteinas foram identificados, em contraste com o veneno de B.
moojeni, que apesar de ter mostrado perfis cromatografico e eletroforético discretos
(Tabela 1, Figura 7), resultou na segunda maior quantidade de grupos de proteinas
identificados (41), ficando atras apenas do veneno de B. jararaca, que resultou na maior
quantidade (52).
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Quanto a distribuicdo das classes de toxinas entre os venenos, a Figura 8 mostra
que os grupos de proteinas que interagiram com a resina de SNA-agarose foram variaveis
entre os venenos analisados e que as metaloproteases (SVMP) e serinoproteases (SVSP)
foram os componentes glicosilados dos venenos do género Bothrops que mais
abundantemente se ligaram a SNA-agarose. Curiosamente, L-aminoacido oxidase
(LAAO) foi a classe de toxina glicosilada menos abundante nas fragOes retidas, sendo
identificada apenas em cinco dos setes venenos (B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni,

B. neuwiedi e B. atrox).
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Figura 8. Representagdo gréfica da distribuicdo de proteinas identificadas nas fracfes retidas nas
cromatografias de afinidade de SNA-agarose com venenos do género Bothrops. Os valores no eixo y
indicam o namero de grupos de proteinas identificados.

Porém, nesses experimentos a identificacdo em grande ndmero, e variavel entre
0s venenos, de lectinas do tipo C (CTL) entre as proteinas retidas na resina de SNA-
agarose, foi bastante evidente (Tabela 2), ficando atrds apenas da classe das
metaloproteases (SVMP), na maior parte dos venenos (Figura 8). Ainda, quanto as classes
de toxinas identificadas, notou-se a presenca de proteinas conhecidas por ndo serem
glicosiladas, como é o caso das fosfolipases do tipo A2 (PLA2) e das CTL nas fracOes
que se ligaram a SNA-agarose (Tabela 2).

A distribuigdo das proteinas menos abundantes identificadas nas fracdes retidas
em SNA-agarose e classificadas neste trabalho como “Outros” (OT), estd descrita na
Figura Suplementar 1, onde proteinas secretorias ricas em cisteinas (CRISP), 5’
nucleotidases (5’-Nase) e fatores de crescimento de nervo (svNGF) foram as classes de

toxinas mais enriquecidas pela lectina SNA. Outras toxinas menos abundantes também
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foram identificadas, como as dipeptidases (DPase) e aminopeptidases (APase), que sdo
proteinas descritas como sendo putativamente glicosiladas. No caso do veneno de B.
cotiara, quase 25% dos grupos de proteinas identificados na fracdo que ficou retida na
resina de SNA-agarose foram classificados no grupo de proteinas pouco abundantes no
veneno (Tabela 2; Figura Suplementar 1).

Em relacdo a todas as proteinas identificadas por espectrometria de massas, foi
realizada uma avaliacdo da distribuigdo das mesmas entre 0s venenos e suas interseccoes.
Para isso, foram gerados graficos por meio do pacote UpSetR, que propiciam a
visualizacdo das intersecdes de varios conjuntos de dados, como € o caso deste estudo. A
Figura 9 mostra quantidades variaveis de proteinas presentes nas intersecc¢des, e também
um ntmero limitado de proteinas comuns entre os venenos, evidenciando a variabilidade
dos subproteomas de proteinas de venenos de Bothrops com afinidade pela lectina SNA,
e sugerindo que a sialilagdo na posi¢do a2-6 dos glicanos dessas proteinas pode ser

variavel entre as espécies.
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Figura 9. Intersec¢des de proteinas identificadas nas fragcGes de venenos de Bothrops retidas na resina de
SNA-agarose. O eixo Y representa o nimero de proteinas identificadas (Unicas ou compartilhadas). Barras
horizontais representam o nimero total de proteinas identificadas em cada veneno. As conexdes entre 0s
circulos representam proteinas compartilhadas pelos venenos. Circulos desconectados representam
proteinas ndo compartilhadas.
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De fato, nenhuma proteina foi comumente identificada em todas as fragdes
enriquecidas pela SNA e apenas em dois agrupamentos de cinco venenos foram
encontradas duas proteinas comuns: uma serinoprotease (AOA1L8D5R9) e uma
metaloprotease (BJA454SVMPIII03). A identificacdo de uma serinoprotease na fracao
enriquecida pela SNA em varios venenos vai de encontro com o0 que Sakai e
colaboradores 1! descreveram sobre uma serinoprotease do veneno de Agkistrodon halys
brevicaudus, que contém N-glicanos com estrutura predominante de lactosamina ligada
a acido sialico na posi¢do 02-6. De forma geral, a baixa quantidade de interseccdes de
proteinas enriquecidas pela SNA nesses venenos sugere que a sialilacdo de glicanos na

configuragdo 02-6 é peculiar as diferentes classes de proteinas nos diferentes venenos.

4.1.2 Cromatografia de afinidade: Phaseolus vulgaris eritroaglutinina (PHA-E)

Com o objetivo de explorar o contetdo de glicoproteinas dos venenos do género
Bothrops que contenham em seus N-glicanos uma estrutura bifurcada contendo N-
acetilglicosamina (bisecting GIcNAc) 3!, foi utilizada a lectina Phaseolus vulgaris
eritroaglutinina (PHA-E) imobilizada em agarose, em cromatografias de afinidade.

Os perfis de cromatografias de venenos do género Bothrops utilizando a lectina
PHA-E estdo mostrados na Figura 10, e indicam que a quantidade de proteinas presentes
nas fracOes retidas, assim como ocorreu nas cromatografias de SNA-agarose, foi baixa
(0,08% a 0,86%) em todos 0s venenos, como também mostrado na Tabela 3, onde estdo

descritos os dados de rendimento das cromatografias.
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Figura 10. Perfis das cromatografias de afinidade usando a lectina Phaseolus vulgaris eritroaglutinina (PHA-E) imobilizada em agarose e venenos do género Bothrops.
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Tabela 3. Cromatografias de afinidade usando a resina PHA-E-agarose e venenos do
género Bothrops. Quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford.

B. atrox B. cotiara B. erythromelas
Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #2
Veneno 18,44 mg 100% 20,57mg  100% 19,89 mg 100% 16,9 mg 100%
Frac&o ndo retida 15,24 mg 82% 19,9 mg 96% 13,40 mg 77% 13,53 mg 80%
Fragdo retida 0,048 mg 0,26% 0,176 mg  0,86% 0,015mg  0,08% 0,023mg  0,14%
B. fonsecai B. insularis B. jararaca
Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #1
Veneno 17,29 mg 100% 2445mg  100% 20,43mg 100%
Fracdo nao retida 14,22 mg 82% 21,06mg  86% 18,6 mg 91%
Fracdo retida 0,044mg 0,25% 0,046 mg 0,19% 0,053mg 0,26%
B. jararacussu B. moojeni B. neuwiedi
Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #1
Veneno 21,64 mg 100% 22,00mg 100% 20,54 mg  100%
Fracdo néo retida 18,24 mg 85% 19,46 mg 88% 16,38 mg 80%
Fracéo retida 0,045mg 0,21% 0,054 mg 0,25% 0,053 mg 0,26%

Com relacdo aos perfis eletroforéticos de proteinas presentes nas fracdes retidas
pela PHA-E-agarose (Figura 11), diferentes bandas variando entre 10 kDa e 150 kDa
foram detectadas, sendo a maioria delas de ~ 25 — 70 kDa, que correspondem a proteinas
glicosiladas, como SVMPs, SVSPs e LAAOs. Ainda, na maioria dos perfis foram
observadas bandas com ~ 10 kDa e 14 kDa, embora com intensidade variavel entre 0s
venenos. Essas bandas tipicamente correspondem a PLA2 e CTL, que ndo séo

putativamente glicosiladas.
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Figura 11. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) de venenos do género Bothrops (10
pg) submetidos a cromatografia de afinidade em resina de PHA-E-agarose. M: padrdes de massa molecular.
Proteinas coradas com nitrato de prata.

Esses perfis eletroforéticos bem diversificados das fragGes retidas pela PHA-E-
agarose refletem como a lectina foi capaz de reconhecer toxinas com diferentes massas
moleculares, sugerindo que a estrutura bisecting GICNAc ndo se limita a um grupo
especifico de toxinas, podendo estar presente em uma ampla variedade de componentes
nos venenos de Bothrops.

A comparacdo dos perfis eletroforéticos de proteinas retidas em ambas as
cromatografias (SNA-agarose e PHA-E-agarose), indica que o conjunto de proteinas da
fracdo ligada & PHA-E foi mais complexo do que aquele da SNA-agarose. Isso sugere
que o repertorio de glicoproteinas de venenos de Bothrops é mais rico em glicanos

contendo a estrutura bisecting GICNACc do que acido sialico na posigdo a2-6.
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4.1.2.1 Identificacdo de proteinas

A Tabela 4 apresenta um resumo da quantidade de grupos de proteinas
identificados nas fracGes retidas na resina de PHA-E-agarose, de acordo com as classes

de toxinas de venenos do género Bothrops.

Tabela 4. Distribui¢do dos grupos de proteinas identificados nas fracGes de venenos do
género Bothrops retidas nas cromatografias de afinidade na resina de PHA-E-agarose, de
acordo com a classe de toxina.

Venenos do género Bothrops

Clt%sxsii;e B. atrox B. cotiara B. erythromelas B. fonsecai B. insularis B. jararaca B. jararacussu B. moojeni B. neuwiedi
SVMP 10 19 9 14 19 22 13 15 13
SVSP 12 10 13 13 11 14 11 10 9
LAAO 5 8 1 3 3 4 5 1 2
CTL 7 5 6 4 7 10 7 5 7
PLA?2 3 2 3 3 3 5 7 5
PLB 1 0 1 0 0 1 1 1 1
oT 11 20 12 14 13 12 10 10 14
Total 49 64 45 51 56 68 54 47 51

Diferente dos resultados obtidos com as cromatografias em SNA-agarose, a
identificacdo das proteinas que interagiram com lectina PHA-E mostrou um ndmero
maior de grupos de proteinas nas fracdes retidas, bem como maior homogeneidade na
quantidade de proteinas identificadas em cada veneno (Tabela 4; Tabelas Suplementares
3ed).

Ainda, quanto ao contedo de proteinas retidas na resina de PHA-E-agarose, a
distribuicdo das classes de toxinas foi semelhante entre os venenos. Entre as classes mais
abundantes e que sdo conhecidas por serem glicosiladas, as SVMPs e SVSPs foram as
toxinas identificadas em maior nimero, seguidas em menor propor¢do pelas LAAOs. No
grupo de toxinas ndo putativamente glicosiladas, as CTLs e PLA2s foram identificadas
em maior quantidade.

De forma semelhante ao obtido com as cromatografias de SNA-agarose, embora
as PLBs contenham frequentemente sitios de N-glicosilacdo putativos e podem ter sido
capturadas pela PHA-E, um nimero baixo de toxinas dessa classe foi identificado entre
as proteinas retidas na PHA-E-agarose, provavelmente devido ao fato de que PLBs séo

pouco abundantes em venenos de Bothrops (Tabelas 2 e 4).



73

Porém, diferente das outras lectinas utilizadas anteriormente pelo nosso grupo
a lectina PHA-E possibilitou enriquecer, em maior nimero, componentes pouco
abundantes em venenos de Bothrops, classificados no presente trabalho como “Outros”
(OT) (Figura 12).

2
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m SVMP

m SVSP
LAAO

m PL
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Figura 12. Representacdo grafica da distribuicdo das proteinas identificadas nas fragdes retidas nas
cromatografias de afinidade de PHA-E-agarose com venenos do género Bothrops. Os valores no eixo y
indicam o ndmero de grupos de proteinas identificados.

A Tabela 4 evidencia o nimero comparativamente alto de proteinas retidas em
PHA-E-agarose, aqui classificadas como Outros, indicando que diversas proteinas pouco
abundantes nos venenos podem conter a estrutura bisecting GIcNAc. A Figura
Suplementar 2 mostra a diversidade de proteinas que estavam presentes nas fracdes que
interagiram com a lectina PHA-E, somando 15 grupos de proteinas identificados e
distribuidos entre os noves venenos avaliados. Algumas dessas proteinas foram
identificadas apenas em um veneno, como por exemplo, cobra venom factor (CVF),
enquanto outras, ndo classificadas como toxinas, foram encontradas em algumas fragdes,
como glutaminil-ciclotransferases (GCTs) e carboxipeptidases (CPases). Ainda, entre as
proteinas pouco abundantes, é importante ressaltar que as aminopeptidases (APase), as
dipeptidases (DPase) e 5’ nucleotidases (5’-Nase) foram identificadas nas fracoes
enriquecidas pela PHA-E de todos os venenos. Todas as proteinas citadas sdo conhecidas

por serem putativamente glicosiladas, como € o caso do CVF, presente no veneno de Naja
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kaouthia 1*2, e de duas aminopeptidases dos venenos de Gloydius blomhoffi brevicaudus
153 ¢ Bitis gabonica rhinoceros °.

Com relagdo as proteinas compartilhadas entre 0s venenos, enriquecidas pela
resina PHA-E-agarose, multiplas intersecdes estdo mostradas na Figura 13, incluindo sete
proteinas identificadas em todos os venenos analisados (2 SVMPs, 1 SVSP, 1 DPase, 1
APase, 1 GCT e 1 5°-Nase). Essas toxinas sdo descritas como putativamente glicosiladas,

e no caso das SVMPs, a estrutura bisecting GICNACc ja havia sido reportada por Gowda e

154

colaboradores na toxina RVV-X, do veneno de Vipera russeli e por lgarashi e

155

colaboradores *>°, na VAP2B, do veneno de Crotalus atrox.
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Figura 13. InterseccOes de proteinas identificadas nas fracfes de venenos de Bothrops retidas na resina de
PHA-E-agarose. O eixo Y representa o nimero de proteinas identificadas (lnicas ou compartilhadas).
Barras horizontais representam o ndmero total de proteinas identificadas em cada veneno. As conexdes
entre os circulos representam proteinas compartilhadas pelos venenos. Circulos desconectados representam
proteinas ndo compartilhadas.

Em conjunto, esses resultados mostram que a lectina PHA-E reconheceu diversos
componentes glicosilados de venenos de Bothrops, incluindo véarias toxinas pouco
abundantes, e evidenciam a variabilidade de componentes contendo glicanos com a

estrutura bisecting GICNAC nos venenos.
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4.1.3 Ensaio de pull down da lectina Maackia Amurensis leukoaglutinina (MAL
I) com venenos do género Bothrops

Dando continuidade ao estudo sobre o conteudo de residuos de &cido sialico em
glicoproteinas de venenos do género Bothrops, foram realizados ensaios de pull down
com a Maackia amurensis leukoagglutinina (MAL 1). Esta lectina é conhecida por
reconhecer glicanos contendo residuos de acidos sialico na configuragdo a2-3,
principalmente em proteinas N-glicosiladas e que contenham O-glicanos com o core 2,
se ligando preferencialmente a sequéncia NeuAc a2,3-Galp1-4Glc (NAc) 156157,

No ensaio de pull down as proteinas dos venenos, apds interagirem com a lectina
MAL | biotinilada foram capturadas de forma indireta, pela ligacdo biotina-
estreptavidina, por meio da incubacdo da mistura de MAL I/veneno com os beads de
estreptavidina-Sepharose. Apos lavagens sequenciais da resina com tampéo de equilibrio
para remover as proteinas que ndo foram capturadas, a adi¢do de tampéo redutor a resina
possibilitou a eluigdo das proteinas ligadas a resina. Ao final do ensaio, obteve-se o perfil
eletroforético das proteinas de nove venenos de Bothrops que interagiram com a lectina
MAL I (Figura Suplementar 3).

A comparagdo dos perfis eletroforéticos dos venenos e seus respectivos controles,
indicou que o ensaio de pull down com a MAL | foi efetivo para o enriquecimento de
proteinas em todos os venenos analisados. No entanto, em relacdo ao contetdo de
proteinas que ficaram retinas na resina, apenas 0s venenos de B. jararaca, B. cotiara, B.
fonsecai e B. insularis mostraram bandas significativas e diferentes daquela da lectina
MAL | (Figura Suplementar 3). Os perfis dos outros venenos analisados mostraram
poucas bandas de proteinas, e de fraca intensidade. Ainda assim, todas as bandas
observadas nos geéis de SDS-poliacrilamida foram recortadas e submetidas a digestdo
tripsinica e LC-MS/MS (Figuras 14 a 17). As proteinas identificadas por espectrometria
de massas estdo listadas nas Tabelas Suplementares 5-13.



76

Resina Resina
+MALT + +MAL 1+ ) .
kDa M MALI C() B.jararaca B.jararaca C()  B.cotiara  B. cotiara B. jararaca B. cotiara
#1 APase/ PDE/LAAO/ SVMP/SVSP #1 APase/DPase

2

Figura 14. Perfis eletroforético

#3 LAAO/ SVMP/5°-Nase/ Hyal/ SVSP

#4 SVMP/ LAAO/ SVSP/DPase/Hyal
#5 SVMP/SVSP/LAAO/ DPase/ PLI/ GCT

#6 DPase/ PLB/PLI/ SVMP/ SVSP/GCT

#12 PLA2/SVMP/svNGF

#13 CTL/ PLA2/SVSP/svVEGF

#2 SVMP/SVSP/LAAO/ 5’-Nase/ APase/ PDE/ DPase

#2 SVMP/LAAO/ APase/ SVSP/DPase
#3 LAAO/ 5’-Nase/ SVMP/ SVSP/PDE/ Hyal
#4 DPase/5°-Nase/ SVMP/ SVSP

#5 DPase/ PLB/SVMP/SVSP/GCT

#7 PLB/SVMP/SVSP/GCT

#6 SVMP/SVSP
#8SVMP/ SVSP #7 SVMP/ SVSP/PLB/5"-Nase
#9SVSP H#8SVSP
#10SVMP/ SVSP/ GCT #9 SVMP/SVSP/CTL/ 5 Nase
411 SVMP/ SVSP/syNGF #10 CRISP/ SVSP/5'Nase/ SYMP

#11svNGF/ CTL/ 5°-Nase/ CRISP/ DPase/ LAAO

#12 CTL/ PLA2/SVSP

#13 CTL

s em gel de SDS-poliacrilamida (12%) das amostras dos venenos de B.

jararaca e B. cotiara obtidas em ensaio de pull down utilizando a lectina MAL |. Nos géis estdo indicadas
as bandas recortadas e ao lado, com o ndmero correspondente, as classes de toxinas identificadas apos
digestao tripsinica em gel e identificacdo por LC-MS/MS. As proteinas identificadas estdo listadas nas
Tabelas Suplementares 5 e 6. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com
veneno. M: padrdes de massa molecular. Proteinas coradas com Coomassie Blue G.

Resina
+MALT +
B. insularis B. insularis

kDa M MAL I C()

#1 APase/ DPase/ LAAO/ PDE/ SVMP/SVSP
#2 APase/5°-Nase/ PDE/ SVMP/ SVSP

#3 APase/5"-Nase/ LAAO/ PDE/ SVMP/SVSP
#4 Hyal/ 5’-Nase/ LAAO/ PDE/ SVMP/ SVSP

#5 DPase/Hyal/ 5’-Nase/ LAAO/ SVMP/ SVSP/GCT

3 PLA2/PLB/SVMP/SVSP/GCT

Resina
+MALI +
Da MAL I B. fonsecai

C(-) B.fonsecai

#1 Hyal/ LAAO/ SVMP

#2 5’-Nase/ DPase/ PLI SVMP/ GCT

#3 5°-Nase/ SVSP/SVMP / GCT
#4 PLB/SVMP/SVSP

|#8 CTL/ PLA2

|#9 SVSP/PLA2

Figura 15. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) das amostras dos venenos de B.
insularis e B. fonsecai obtidas em ensaio de pull down utilizando a lectina MAL I. Nos géis estdo indicadas
as bandas recortadas e ao lado, com o nimero correspondente, as classes de toxinas identificadas apds
digestdo tripsinica em gel e identificagdo por LC-MS/MS. As proteinas identificadas estdo listadas nas
Tabelas Suplementares 7 e 8. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com
veneno. M: padrdes de massa molecular. Proteinas coradas com Coomassie Blue G.
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Resina Resina Resina
KDa +MAL I + +MAL 1+ +MAL I+
M MALI  B.moojeni B.moojeni B. iedi B. B. moojeni B. iedi M MALI B. atrox (&8 B. atrox

#1 PLA2/5’-Nase
#1 PLA2/SVMP

#2 PLA2/SVMP/SVSP — |1 PLA2
% 42 SVSP/PLA2

#3PLA2

#2 SVSP/SVMP

#3 PLA2/SVMP/SVSP #3SVSP/5'-Nase/ PLA2
2

#4 PLA2/SVMP/SVSP #4 PLA2/SVMP/ SVSP/5"-Nase

5 usSvsP #5 SVMP/SVSP/PLA2/PLI

6 #6PLA2 #6 SVMP/ PLA2/CTL

Figura 16. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) das amostras dos venenos de B.
mojeni, B. neuwiedi e B. atrox obtidas em ensaio de pull down utilizando a lectina MAL I. Nos géis estdo
indicadas as bandas recortadas e ao lado, com o nimero correspondente, as classes de toxinas identificadas
apos digestdo tripsinica em gel e identificacdo por LC-MS/MS. As proteinas identificadas estéo listadas nas
Tabelas Suplementares 9 a 11. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com
veneno. M: padrdes de massa molecular. Proteinas coradas com Coomassie Blue G.

Resina Resina
Da +MAL + AMAL +
M MALI B. erythromelas  C(-) B. erythromelas kDa M MAL I B. jararacussu  C(-) B. jararacussu

#1 PLA2/SVSP
#2PLA2/SVSP
#3 PLA2/SVSP
#4 SVSP/PLA2/SVMP/ PLI

Figura 17. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) das amostras dos venenos de B.
erythromelas e B. jararacussu obtidas em ensaio de pull down utilizando a lectina MAL 1. Nos géis estdo
indicadas as bandas recortadas e ao lado, com o nimero correspondente, as classes de toxinas identificadas
apos digestdo tripsinica em gel e identificacdo por LC-MS/MS. As proteinas identificadas estdo listadas nas
Tabelas Suplementares 12 e 13. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com
veneno. M: padrdes de massa molecular. Proteinas coradas com Coomassie Blue G.

Considerando as classes de toxinas identificadas nas bandas de proteinas (Figuras
14 a 17), verifica-se que a lectina MAL | possibilitou o enriquecimento de diferentes
classes de toxinas entre os venenos, com massas moleculares de 30 a 250 kDa. Esses
resultados também indicam que a sialilagdo em glicanos na posi¢ao 02-3 esta amplamente

distribuida entre as proteinas, e principalmente em alguns venenos, como foi o caso de B.
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cotiara, B. fonsecai, B. insularis e B. jararaca que mostraram um nimero maior de grupos
de proteinas identificadas na fracéo reconhecida pela MAL I, do que os outros venenos.

Ainda, a identificacdo de proteinas em gel, revelou a presenca de diferentes
proteinas nas bandas individuais, reforcando a vantagem da identificacdo por LC-
MS/MS, que pode mostrar a diversidade de proteinas, que nédo seria prevista apenas pelo
perfil eletroforético unidimensional.

As proteinas identificadas em gel foram reunidas na Tabela Suplementar 14, onde
foram eliminadas as redundéancias de identificacOes, e a Tabela 5 resume 0s nimeros de

grupos de proteinas identificados, de acordo com as classes de toxinas.

Tabela 5. Nimero de grupos de proteinas identificados a partir do ensaio de pull down
entre MAL 1 e venenos do género Bothrops.

Venenos do género Bothrops

Cltis;ii:e B. atrox B.cotiara B.erythromelas B. fonsecai B.insularis B.jararaca B.jararacussu B.moojeni B. neuwiedi
SVMP 0 10 1 11 13 24 1 3 5
SVSP 1 11 6 10 11 21 2 6 4
LAAO 0 0 1 2 3 0 0 0
PLA2 2 1 1 4 5 4 2 5 3
PLB 0 0 1 1 1 0 0 0
CTL 0 4 0 2 6 0 0 2
oT 0 16 0 7 14 15 1 0 3
Total 3 48 8 36 52 71 6 14 17

De acordo com a quantidade de toxinas identificadas, os venenos de B. cotiara, B.
fonsecali, B. insularis e B. jararaca mostraram nimeros mais altos, em concordancia com
os perfis eletroforéticos mostrados na Figura Suplementar 3.

Quanto as classes de toxinas, SVMPs e SVSPs foram identificadas na fracdo retida
pela MAL | de quase todos os venenos analisados. Outra classe de toxina presente em
todas as fracdes enriquecidas pela MAL 1 foi a das PLA2s, que ndo sdo putativamente
glicosiladas.

Ainda, quanto a distribuicdo de proteinas identificadas entre as espécies de
venenos é possivel observar a grande variacdo encontrada, como mostrado na Figura 18.
Considerando a distribuicdo das proteinas identificadas, verificou-se que os venenos de
B. atrox, B. erythromelas e B. jararacussu foram 0s que resultaram nas menores
quantidades de proteinas capturadas pelo sistema de pull down com a lectina MAL |
(Tabela 5, Figura 18).
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Figura 18. Representacdo gréafica da distribuicdo de proteinas identificadas nas fragdes enriquecidas em
ensaio de pull down entre a lectina MAL | e venenos do género Bothrops. Os valores no eixo y indicam o
ntmero de grupos de proteinas identificados.

Esses achados reforcam como a presenca de acido sidlico na posi¢ao 02,3 parece
ser peculiar em toxinas de serpentes, como é o caso da metaloprotease RVV-X do veneno
de Daboia siamensis ' e das serinoproteases batroxobin, isolada do veneno de B.
moojeni 8, acutobin de Deinagkistrodon acutus *2, e da enzima tipo-trombina de
Agkistrodon rhodostoma %, em cujas estruturas de N-glicanos foi descrita a presenca do
dimero NeuAca2-3GalNAc. Por fim, a identificacdo de componentes de alta massa
molecular, enriquecidos pela MAL 1, como algumas PDEs, 5’-Nases, APases e Hyals,
descritos na Figura Suplementar 4, confirma a complexidade das toxinas menos
abundantes (OT) que foram enriquecidas de forma diferenciada entre os venenos.

Quanto as proteinas comuns entre 0s venenos, que foram enriquecidos pela lectina
MAL 1| (Figura 19), é possivel identificar que, diferente da PHA-E, as diferentes
interseccOes de proteinas mostraram quantidades varidveis de proteinas entre os venenos
analisados. E de forma semelhante ao que foi observado no caso da lectina SNA, néo

foram encontradas proteinas comuns a todos os venenos avaliados.
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Figura 19. Intersec¢des de proteinas identificadas nas fragGes enriquecidas em ensaio de pull down entre a
lectina MAL | e venenos de Bothrops. O eixo Y representa o nimero de proteinas identificadas (lnicas ou
compartilhadas). Barras horizontais representam o nimero total de proteinas identificadas em cada veneno.
As conexdes entre 0s circulos representam proteinas compartilhadas pelos venenos. Circulos desconectados
representam proteinas ndo compartilhadas.
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Proteinas enriquecidas pela I'\'Ij‘\.l.

Em conjunto, esses achados sobre as identificacbes das proteinas presentes nas
fragdes reconhecidas pela lectina MAL | em ensaio de pull down indicam que a sialilacéo
na posicdo 02-3 de glicanos parece estar distribuida em diferentes classes de toxinas de

venenos do género Bothrops.

4.1.4 Comparacédo de sub-proteomas de venenos do género Bothrops
Considerando que as lectinas utilizadas neste estudo foram ferramentas para
acessar diferentes componentes presentes nos proteomas dos venenos de serpentes do
género Bothrops, torna-se essencial avaliar os sub-proteomas obtidos a partir do
enriquecimento com cada lectina. Dessa forma, a analise da distribuicdo das proteinas
enriquecidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL |, representada aqui por graficos de radar
(Figura 20) mostrou sutis tendéncias de distribuicdo dos grupos de proteinas entre os

venenos do género Bothrops.
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A LECTINA SNA
B. atrox
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15
B. neuwiedi B. cotiara
B. moojeni B.insularis
B. jararacussu B. jararaca
B LECTINA PHA-E
B. atrox
24
- 21 )
B. neuwiedi 18 B. cotiara
15
12_».
B. moogjeni I B. erythromelas
B. jararacussu B. fonsecai
B. jararaca B. insularis
C LECTINAMAL |
B. atrox
24
B. neuwiedi fé B. cotiara
15
12
9
B. mooj eni 5 B. erythromelas

D

B. jararacussu / B. fonsecai

B. jararaca B.insularis

~—=SVMP ——SVSP LAAO ——CTL —PL oT

Figura 20. Representacdo grafica de radar da distribuicdo das proteinas de venenos do género Bothrops
enriquecidas pelas lectinas SNA (A), PHA-E (B) e MAL 1 (C), de acordo com 0s venenos nos quais estas
foram identificadas. Os ndmeros nos graficos representam as quantidades de grupos de proteinas
identificados nas fracGes retidas em cada experimento de afinidade com lectina.

A apresentacdo dos dados em forma bidimensional, pelo gréfico de radar,

possibilita avaliar a distribuicdo dos grupos de proteinas enriquecidas pelas lectinas
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considerando todos os venenos analisados. Assim, a Figura 20, mostra que no caso da
lectina PHA-E, as proteinas identificadas, de acordo com a quantidade e classe de toxina,
distribuiram-se de forma relativamente homogénea entre os venenos do género Bothrops.
Ainda, pode-se observar que as lectinas MAL | e SNA, apesar de ambas reconhecerem
residuos de acido sialico em glicanos, mostraram perfis de distribuicdo distintos,
indicando que essas lectinas reconheceram populacdes de proteinas com distribuicdo
diferente entre as espécies. Da mesma forma, os graficos de radar evidenciaram que as
toxinas foram enrigquecidas de forma diferenciada entre as espécies pelas lectinas SNA e
MAL I.

Quando considerado o universo de proteinas totais identificadas nas fracOes
retidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL I, 507 s&o proteinas Unicas dos nove venenos
(B. atrox, B. cotiara, B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. jararaca, B.
jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) (Tabela Suplementar 15). A distribuicdo das
proteinas unicas identificadas estd mostrada em diagrama de Venn (Figura 21), onde
observa-se que 102 proteinas foram comumente enriquecidas pelas trés lectinas (Tabela
6), sendo a maioria delas SVMPs (28).

SNA PHA-E
(205) (308)
40 48 03
102
15 65
144
MAL |
(326)

Figura 21. Diagrama de Venn ilustrando os grupos de proteinas compartilhadas e exclusivamente
identificadas nas fracOes enriquecidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL | considerando todos 0s venenos
do género Bothrops analisados. Os nimeros em parénteses indicam as quantidades de grupos de proteinas
exclusivamente identificadas nas fracfes enriquecidas pelas lectinas.
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Tabela 6. Lista de 102 proteinas Unicas identificadas nas fraces de nove venenos do género Bothrops enriquecidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL I.

Classe Acesso # Descricdo Sitio putativo de N- Sitio putativo de
de glicosilacdo* O-glicosilacéo™
toxina
5'-Nase AOA1L8D667 Ecto-5'-nucleotidase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S
5'-Nase T2HRS9 Ecto-5'-nucleotidase (Fragment) OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 SV=1 S S
5'-Nase AOAQ77L7M9 Ecto-5"-nucleotidase OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 SV=1 S S
APase AOAOBBRNS9 Xaa-Pro aminopeptidase 2 OS=Boiga irregularis 0X=92519 PE=3 SV=1 S S
CRISP F2Q6G1 Cysteine-rich seceretory protein Da-CRPb (Fragment) OS=Deinagkistrodon acutus S S
0X=36307 PE=2 SV=1
CRISP F2Q6E5 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPKa (Fragment) OS=Crotalus horridus S S
0X=35024 PE=2 SV=1
CRISP F2Q6E9 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPIb (Fragment) OS=Crotalus horridus S S
0X=35024 PE=2 SV=1
CRISP F2Q6E8 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPIla (Fragment) OS=Crotalus horridus S S
0X=35024 PE=2 SV=1
CRISP F2Q6E6 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPKb (Fragment) OS=Crotalus horridus S S
0X=35024 PE=2 SVV=1
CRISP F2Q6E7 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPKc (Fragment) OS=Crotalus horridus S S
0X=35024 PE=2 SV=1
CRISP  BJAR454CRISP1  sp|BJAR454CRISP1|BJAR454CRISP1 S S
CTL P86970 C-type lectin BpLec OS=Bothrops pauloensis OX=1042543 PE=1 SV=2 N N
CTL P83519 C-type lectin BJcuL OS=Bothrops jararacussu OX=8726 PE=1 SV=2 N N
CTL AOQA1L8D654 BATXCTL20 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N
CTL AOA1L8D661 BATXCTL12 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N
CTL AOAIWT7RKO04 C-type lectin 8 OS=Agkistrodon contortrix contortrix OX=8713 PE=4 SV=1 N N
CTL AOA1L8D653 BATXCTL6 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N
CTL P22030 Snaclec botrocetin subunit beta OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=2 N N
CTL BJAR454CTL02 sp|BJAR454CTLO2|BJAR454CTL02 N N



CTL
CTL
CTL
CTL
CTL
CTL
CTL

CTL
DPase
Hyal
Hyal
Hyal
LAAO
PDE
PLA2
PLA2

PLA2

PLA2
PLA2
PLA2
PLA2
PLB
PLB
PLB

Q6QX33
BJAR454CTL10
BJAR454CTL15

M1V359

M1VNP5
BJAR454CTLO1

Q9PSM5

BJAR454CTLO6
J3SEA2
AOA1L8D603
AOA2HANIE2

BJAR454HYALU1

BJAR454LAO2
AOA1L8D6B7
BJAR454PLA24
AOALS5XW05

AOAZ2H4AN391

Q8QG87
P81243
AOA1L8D5Z4
AOA1L8D611
AOA2H4N395
AOAIWT7RB94
AOAIWT7RER1

C-type lectin BiL OS=Bothrops insularis OX=8723 PE=1 SV=1
sp|BJAR454CTL10|BJAR454CTL10

sp|BJAR454CTL15BJAR454CTL15

Botrocetin-2 alpha OS=Bothrops jararaca OX=8724 GN=bot-2A PE=2 SV=1
Botrocetin-2 beta OS=Bothrops jararaca OX=8724 GN=bot-2B PE=2 SV=1
Sp|BJAR454CTLO1|BJAR454CTLO1

Snaclec GPIB-binding protein subunit beta OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1
sv=1
Sp|BJAR454CTLO6|BJAR454CTLO6

Dipeptidase OS=Crotalus adamanteus OX=8729 PE=2 SV=1
Hyaluronidase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Hyaluronidase (Fragment) OS=Bothrops moojeni 0X=98334 PE=2 SV=1
sp|BJAR454HYALU1|BJAR454HYALUL
sp|BJAR454LAO2|BJAR454LA02

BATXPDE1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
Sp|BJAR454PLA24|BJAR454PLA24

Basic phospholipase A2 homolog BomoTx OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=1
sv=1

Basic phospholipase A2 myotoxin (Fragment) OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=2
sv=1

Acidic phospholipase A2 BITPO1A OS=Bothrops insularis OX=8723 PE=1 SV=1

Acidic phospholipase A2 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=1
BATXPLA1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

BATXPLA3 OS=Bothrops atrox 0X=8725 PE=2 SV=1

Phospholipase B-like (Fragment) OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=2 SV=1
Phospholipase B-like OS=Crotalus adamanteus OX=8729 PE=3 SV=1
Phospholipase B-like OS=Agkistrodon contortrix contortrix OX=8713 PE=3 SV=1
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PLB
SVMP
SVMP
SVMP
SVMP

SVMP
SVMP
SVMP
SVMP

SVMP

SVMP
SVMP

SVMP

SVMP

SVMP

SVMP
SVMP
SVMP
SVMP

SVMP
SVMP

BJAR454PLB1
AQA1L8D5Y9
AOALLBDEAS
AOAOK2JNBS

BJAR454SVMPPII
103
AOALLBD6A9

P86976
AOA1L8D649

BJAR454SVMPPII
111
BJAR454SVMPPII
105
Q5W959

P30431
BJAR454SVMPPII

102
Q8QG88

BJAR454SVMPPII
108
AOAL1L8DEA0

AOA1L8DS5Z1
AOA1L8D641

BJAR454SVMPPII
110
AOA1L8D646

E3UJL4

sp|BJAR454PLB1|BJAR454PLB1

BATXSVMPI5 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
BATXSVMPI4 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
sp|BJAR454SVMPPIII03|BJAR454SVMPPIII03

BATXSVMPII2 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Zinc metalloproteinase barnettlysin-1 OS=Bothrops barnetti 0X=1051630 PE=1 SV=1
BATXSVMPII7 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
sp|BJAR454SVMPPII111|BJAR454SVMPPIII11

sp|BJAR454SVMPPII1105|BJAR454SVMPPI1105

Snake venom serine protease HS114 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=1

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like jararhagin (Fragment) OS=Bothrops jararaca
0X=8724 PE=1 SV=1
sp|BJAR454SVVMPPI1102|BJAR454SVVMPPI1102

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like BITM06A OS=Bothrops insularis OX=8723
PE=2 SV=1

sp|BJAR454SVMPPII108|BJAR454SVMPPI1108

Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
sp|BJAR454SVMPPII110|BJAR454SVMPPII110

Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
MP_12 SVMP (Fragment) OS=Bothrops neuwiedi OX=95648 PE=2 SV=1
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SVMP

SVMP

SVMP

SVMP
SVMP

SVMP

SVMP

SVMP
sVNGF
SVNGF
SsVNGF
SVNGF
sVNGF

SVNGF
sVNGF
SVNGF
sVNGF
SVNGF
SVNGF
SVSP
SVSP
SVSP

BJAR454SVMPPII
107
Q8UVGO

BJAR454SVMPPII
109
Q98SP2

BJAR454SVMPPII
05
Q98UF9

BJAR454SVMPPII
104
E3UJL2

AOABB2F1G5
BJAR454NGF1
AOAL94ARN2
B1Q3K2
AOALWTRFB5

Q90W38
AOAGB2FCNY
AOA194ARS6
AQA1L8D608
AOA077L854

T2HPR2
AOA1L8BDSRY
AOA1L8D664

BJAR454SVSP08

sp|BJAR454SVMPPII107|BJAR454SVVMPPIN107

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like berythractivase OS=Bothrops erythromelas
0X=44710 PE=1 SV=1

sp|BJAR454SVVMPPI11109|BJAR454SVVMPPI1109

Zinc metalloproteinase/disintegrin OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=1
sp|BJAR454SVMPPI1105|BJAR454SVMPPI105

Zinc metalloproteinase-disintegrin-like HF3 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1
Sv=3

sp|BJAR454SVVMPPI11104|BJAR454SVVMPPI1104

MP_I113 SVMP (Fragment) OS=Bothrops neuwiedi OX=95648 PE=2 SV=1

NGF domain-containing protein OS=Bothriechis nigroviridis OX=88079 PE=3 SV=1
Sp|BJAR454NGF1|BJAR454NGF1

Venom nerve growth factor OS=Sistrurus tergeminus OX=8757 PE=3 SV=1

Nerve growth factor OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 S\V=1

Venom nerve growth factor OS=Agkistrodon contortrix contortrix OX=8713 PE=3
Sv=1
Venom nerve growth factor OS=Bothrops jararacussu OX=8726 GN=NGF PE=2 SV=1

NGF domain-containing protein OS=Bothriechis nubestris OX=1766655 PE=3 SV=1
Venom nerve growth factor OS=Agkistrodon piscivorus OX=8715 PE=3 SV=1
BATXNGF1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Nerve growth factor (Fragment) OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 SV=1
Nerve growth factor OS=0Ovophis okinavensis OX=8769 PE=2 SV=1

BATXSVSP17 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

BATXSVSP16 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
sp|BJAR454SVSP08|BJAR454SVSP08
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SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP
SVSP

SVSP
SVSP
SVSP

BJAR454SV/SP04
AOA1L8D5T9
BJAR454SVSP03
BJAR454SVSP10
AOALL8D5V4
AOA1L8D5W4
AOA1L8D620
AOA1L8D5U9
POCG03
Q072L6
BJAR454SVSP01
Q7T229
A0A2H4N390

AOALL8D5V0
AOA1L8D5US
Q5W958

sp|BJAR454SVSP04|BJAR454SVSP04

BATXSVSP20 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
sp|BJAR454SVSP03|BJAR454SVSP03

sp|BJAR454SVSP10|BJAR454SVSP10

BATXSVSP13 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

BATXSVSP3 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

BATXSVSP1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

BATXSVSP10 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

Thrombin-like enzyme bhalternin OS=Bothrops alternatus OX=64174 PE=1 SV=1
Thrombin-like enzyme asperase OS=Bothrops asper OX=8722 PE=1 SV=1
sp|BJAR454SVSP01|BJAR454SVSP0O1

Snake venom serine protease homolog OS=Bothrops jararacussu OX=8726 PE=1 SV=1

Snake venom metalloproteinase BmooMPalpha-I-like isoform (Fragment) OS=Bothrops
moojeni OX=98334 PE=2 SV=1
BATXSVSP8 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1

BATXSVSP7 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1
Venom serine proteinase-like HS120 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=2 SV=1

*Sitios putativos de N- e O-glicosilagéo preditos utilizando as ferramentas NetNGlyc e NetOGlyc.

S= presente
N= ausente
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Finalmente, considerando todas as proteinas unicas identificadas neste estudo nas
fracOes enriquecidas por SNA, PHA-E e MAL | (Tabela Suplementar 15), as Figuras,
respectivamente, 22, 23 e 24, mostram a visualizacdo gréafica dos dois agrupamentos
hierarquicos da caracterizacdo dos subproteomas, considerando para cada par (veneno,

proteina) a presenca ou auséncia de uma dada proteina Unica em cada um dos
subproteomas.



B. cotiara

B. jararaca

B. moojeni

B. atrox

B. insularis
B. jararacussu
B. neuwiedi

il

Figura 22. Representagdo grafica dos agrupamentos hierarquicos de venenos do género Bothrops de acordo
com a composigao dos subproteomas pelo enriquecimento por cromatografia de afinidade com a lectina SNA,
considerando todas as proteinas identificadas. Para cada par (veneno, proteina) o grafico indica se a proteina
esta presente (vermelho) ou ausente (preto).
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A Figura 22 indica que o veneno de B. neuwiedi apresentou a composicao de
proteinas com afinidade pela lectina SNA mais distinta, enquanto os venenos de B.
insularis e B. jararaca, que sdo espécies do complexo Jararaca, ndo se agruparam. De
forma geral, este agrupamento hierarquico nédo refletiu a classificacdo das especies de
acordo com a filogenia ?°, sugerindo que a lectina SNA possivelmente enriqueceu
proteinas que ndo foram amplamente distribuidas entre os venenos analisados, como
observado na Figura 20A, que mostra as diferentes distribuicGes das toxinas entre os
venenos. Por outro lado, a visualizacdo grafica do agrupamento hierarquico do
subproteoma enriquecido pela lectina PHA-E (Figura 23) evidenciou quatro principais
agrupamentos: B. jararaca e B. insularis, B. fonsecai e B. cotiara, B. moojeni e B.

erythromelas, e B. atrox, B. neuwiedi e B. jararacussu.
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B. insularis

B. jararaca

B. jararacussu
B. neuwiedi
B. atrox

— | B. erythromelas

— | B. fonsecai

— || B. cotiara
— | B. mojeni

h
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Figura 23. Representagdo grafica dos agrupamentos hierarquicos de venenos do género Bothrops de acordo
com a composi¢do dos subproteomas pelo enriquecimento por cromatografia de afinidade com a lectina PHA-E,
considerando todas as proteinas identificadas. Para cada par (veneno, proteina) o grafico indica se a proteina
esta presente (vermelho) ou ausente (preto).
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Por outro lado, no agrupamento hierarquico obtido com o subproteoma de
proteinas enriquecidas pela MAL | (Figura 24) verifica-se que esta lectina separou os
venenos em dois principais agrupamentos: um contendo B. jararaca e B. insularis, e outro

contendo os demais venenos, ainda que com diferentes graus de agrupamento.
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B. jararacussu
B. erythromelas

B. neuwiedi
B. atrox
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Figura 24. Representacdo grafica dos agrupamentos hierarquicos de venenos do género Bothrops de acordo
com a composi¢do dos subproteomas pelo enriquecimento por ensaio de pull dow com a lectina MAL I,
considerando todas as proteinas identificadas. Para cada par (veneno, proteina) o grafico indica se a proteina
esta presente (vermelho) ou aunsente (preto).
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Por fim, considerando todos os subproteomas obtidos com as trés lectinas foi
possivel obter o agrupamento hierarquico da Figura 25.
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B. insularis

B. jararaca

B. cotiara

B. erythromelas
B. jararacussu
B. neuwiedi

B. atrox

—| B. fonsecai
— [ B. moojeni

Figura 25. Representagdo grafica dos agrupamentos hierarquicos de venenos do género Bothrops de acordo
com a composigdo dos subproteomas pelo enriquecimento por cromatografia de afinidade com a lectinas SNA,
PHA-E, MAL I, considerando todas as proteinas identificadas. Para cada par (veneno, proteina) o grafico indica
se a proteina esta presente (vermelho) ou ausente (preto).
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Nesta analise, os venenos formaram trés principais grupos, mostrando um perfil

131 30 analisar 52

semelhante ao que foi obtido por Andrade-Silva e colaboradores
composicdes de N-glicanos identificadas em oito venenos do género Bothrops. Os autores
classificaram os venenos em trés grupos, de acordo com as composic¢oes de N-glicanos
compartilhadas. Dessa forma, os venenos do Complexo Jararaca (B. alcatraz, B. insularis
e B. jararaca) formaram um grupo distinto (grupo 1) daquele composto por B.
erythromelas, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi (grupo 2), enquanto o veneno de
B. cotiara (grupo 3) apresentou a composi¢do N-glicomica mais distinta. Os venenos do
grupo 1 continham principalmente glicanos com lactosamina dissialilada, nos venenos do
grupo 2 antenas contendo a composi¢do NeuAc-GalNAc eram as mais abundantes. Ja no
veneno de B. cotiara apresentou estruturas com dimeros de cido sialico e unidades de
lactosamina similarmente ao grupo 1, além da estrutura GICNAc bissecante. Embora a
glicosilag&o de proteinas ndo seja definida por um template, como € o caso da biossintese
de DNA, RNA e proteinas, os N-glicomas desses venenos espelharam a classificacdo
filogenética das serpentes botropoides sul-americanas, definida por dados morfol6gicos
e moleculares. E de fato, no caso dos venenos do presente estudo (B. atrox e B. fonsecai),
e que ndo fizeram parte do estudo anterior 13!, verifica-se que o primeiro esta distante
filogeneticamente dos outros venenos, enquanto o segundo é filogeneticamente préximo
a B. cotiara, como descrito por Fenwick e colaboradores 2,

Assim, o agrupamento de venenos de B. moojeni, B. neuwiedi, B. jararacussu e
B. atrox neste estudo apresenta semelhangas com o grupo 2 descrito acima, B. jararaca e
B. insularis agruparam como observado no grupo 1, enquanto B. cotiara e B. fonsecai

formaram mais um agrupamento (Figura 25).

4.1.5 Deteccéo de glicoproteinas por blot de lectina
Com o objetivo de detectar a presenca de glicoproteinas contendo acido sialico e
a estrutura bisecting GICNAc nos venenos, por outras abordagens, utilizou-se a técnica de
blot, na qual a detecgédo das estruturas de glicanos ocorreu utilizando lectinas marcadas
com digoxigenina.
Apesar da diferenca de sensibilidade entre 0 método de blot de lectina e aquele
que envolve o enriquecimento de proteinas por cromatografia de afinidade ou pull down

usando lectina e posterior identificagdo por espectrometria de massas, o blot pode servir
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como ferramenta complementar a deteccdo de estruturas especificas de glicanos em
glicoproteinas.

Assim, para a avaliacdo da presenca de acido sialico nas configuracbes 02-3 ¢ a2-
6 em estruturas de N-glicanos em venenos de Bothrops, foi empregado o kit de
diferenciacdo DIG Glycan (Roche) contendo as lectinas SNA e MAA (sigla que aqui
representa a mistura de MAL | e MAL 11).

A Figura 26 mostra que no caso do blot com a SNA, mesmo com a aplicagéo de
50 pg de proteinas na eletroforese, a presenga de acido sialico na configuragdo o2-6 ndo
foi detectada em nenhum dos venenos analisados. Este resultado, quando comparado ao
obtido pela cromatografia de afinidade usando esta lectina, o qual permitiu a identificagdo
de glicoproteinas em sete venenos, pode ser explicado pelas diferengas no modo de acesso
da lectina as proteinas do veneno, visto que na cromatografia de afinidade a lectina estava
imobilizada em agarose, podendo interagir com as proteinas do veneno em solucdo e em
condigdo ndo desnaturante/ndo redutora, fato que deve ter facilitado a interacdo entre
glicanos contendo acido sialico na configuracdo 02-6 e a lectina. Possivelmente, no caso
do blot, glicanos contendo &cido siadlico ndo estavam espacialmente disponiveis nas

proteinas apds a eletroforese e transferéncia para a membrana de nitrocelulose, para

interacdo com a SNA.
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Figura 26. Ensaio de blot de lectina para detectar a presenca de &cido sidlico em proteinas de venenos do
género Bothrops utilizando as lectinas SNA e MAA marcadas com digoxigenina. As proteinas dos venenos
(SNA; 50 pg; MAA; 20 pg) foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e
transferidas para membrana de nitrocelulose. Revelagcdo com substrato NBT/BCIP (-) Controle negativo:

Asialofetuina; (+) Controle positivo: Fetuina. M: padrdes de massa molecular.
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Por outro lado, a lectina MAA reconheceu e se ligou a proteinas dos venenos de
B. jararaca, B. insularis, B. cotiara e B. fonsecai, revelando bandas de 30 a 250 kDa,
cujas proteinas contém Aacido sidlico na posigdo a2-3, possivelmente em maior
abundancia nos venenos de B. jararaca e B. insularis. Esses resultados corroboram com
aqueles obtidos no ensaio de pull down, onde esses venenos apresentaram o perfil
eletroforético mais complexo (Figura Suplementar 3), enquanto os venenos de B. cotiara
e B. fonsecai resultaram em numeros de grupos de proteinas mais baixos identificados
por espectrometria de massas (Tabela 5).

Para avaliar a presenca de proteinas contendo a estrutura bisecting GICNAc em
suas porcdes de N-glicanos, foi realizado o blot utilizando a lectina PHA-E biotinilada
(Figura 27) que revelou o reconhecimento de proteinas em todas os venenos, ainda que
com diferentes intensidades. Esse resultado concordou com os achados de abundancia das
proteinas enriquecidas por essa lectina nas cromatografias de afinidade (Tabela 4), onde
0s venenos de B. cotiara, B. fonsecai, B. insularis e B. jararaca mostraram mais proteinas
reconhecidas por essa lectina.

@) &\ & & @
P S (oS
s : .
: ?&- é{&(b&OO\Q@)@OOQ’é\Qg)\é\}d,\;@(\%

DM 07N 0 R R Y R
250
150-
100-
5
o i
37- '
25
20-

10 E_J .
. - e

Figura 27. Ensaio de blot de lectina para detectar a presenca da estrutura bisecting GICNAc em proteinas
de venenos do género Bothrops utilizando a lectina PHA-E biotinilada. As proteinas (15 pg) foram
submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e transferidas para membrana de
nitrocelulose antes da revelagcdo por quimioluminescéncia, utilizando um substrato para deteccdo de da
atividade de peroxidase (HRP). M: padrfes de massa molecular.
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4.2. Efeito da remocdo enzimética de acido sialico na atividade proteolitica de

venenos do género Bothrops

4.2.1. Reacao de dessialilacdo de glicoproteinas
Com o objetivo de avaliar o papel de residuos de &cido sialico nas atividades
enzimaéticas das proteases de venenos do género Bothrops, estes foram tratados com a
enzima o 2-3,6,8,9-neuraminidase A em condi¢cdes ndo desnaturantes. Os perfis
eletroforéticos dos venenos analisados, ndo tratados e tratados com a neuraminidase,

estdo apresentados na Figura 28.

Da B. moojeni B. neuwiedi B. jararacussu  B. cotiara B. insularis
KDa
M

Figura 28. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) de venenos do género Bothrops (10
pg) tratados ou ndo com a enzima neuraminidase. (-) Veneno ndo tratado; (+) Veneno tratado com
neuraminidase. M: padrdes de massa molecular. Proteinas coradas com nitrato de prata.

Essa analise mostrou que a incubag¢do com a enzima neuraminidase alterou a
mobilidade eletroforética de algumas proteinas, principalmente aquelas com massa
molecular entre 25 e 50 kDa, provavelmente em razdo da remocao de residuos de acido
sidlico terminais das cadeias de glicanos.

Alternativamente, a eficiéncia da remocdo de residuos de acido sialico foi avaliada
por blot com lectina, para detectar a presenca desse monossacarideo, ap6s o tratamento
dos venenos com a neuraminidase. Entretanto, sé foi possivel aplicar esta abordagem a
avaliacdo dos venenos de B. cotiara, B. insularis, B. jararaca e B. fonsecai e somente
com a lectina MAA, ja que apenas no caso destes venenos ocorreu o reconhecimento de

bandas de proteinas (Figura 29).
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Figura 29. Ensaio de blot de lectina para avaliar a eficiéncia da remocéo de residuos de &cido sidlico de
proteinas de venenos do género Bothrops, utilizando a lectina MAA marcada com digoxigenina. As
proteinas (30 ug) dos venenos de B. jararaca, B. insularis, B. cotiara e B. fonsecai (ndo tratados e tratados
com neuraminidase) foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e transferidas
para membrana de nitrocelulose. (-) Controle negativo: Asialofetuina; (+) Controle positivo: Fetuina. M:
padrdes de massa molecular. Revelagdo com substrato NBT/BCIP.

A Figura 29 mostra que as bandas de proteinas reconhecidas pela lectina MAA
nos venenos integros desapareceram nas amostras de venenos tratados com a
neuraminidase, sugerindo que ocorreu a remoc¢ao de residuos de acido sialico presentes
em N-glicanos na configuracao o 2-3.

Considerando os resultados da avaliacdo da remocdo de acido sialico, pelas
analises de blot de lectina e perfil eletroforético dos venenos néo tratados e tratados com
a enzima neuraminidase, o estudo teve continuidade com a andlise das atividades

gelatinolitica, amidolitica, fibrinogenolitica e coagulante dos venenos.

4.2.2 Atividade gelatinolitica

4.2.2.1 Andlise por zimografia de gelatina

A atividade proteolitica de venenos do género Bothrops sobre o substrato gelatina
foi avaliada pela técnica de zimografia, em amostras ndo tratadas e tratadas com
neuraminidase. Dessa forma, apos a incubacgédo das amostras de veneno com este substrato
imobilizado no gel de poliacrilamida, foram obtidos os perfis de degradacdo mostrados

na Figura 30.
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Figura 30. Atividade gelatinolitica de venenos do género Bothrops néo tratados e tratados com
neuraminidase, avaliada por zimografia. As amostras de veneno (25 pg) foram submetidas a eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida polimerizado com gelatina, em condi¢bes ndo redutoras. (-) Veneno néo
tratado com neuraminidase; (+) Veneno tratado com neuraminidase. M: padres de massa molecular.
Coloragdo com Comassie Blue R.

Com excecédo de B. neuwiedi, o processo de dessialilacdo dos venenos com a
neuraminidade resultou na alteracdo da mobilidade eletroforética das bandas de proteinas
com atividade sobre a gelatina, que, na maioria dos casos, se mostraram com massas
moleculares mais baixas do que aquelas vistas nas amostras de venenos nao submetidas
a dessializacdo (Figura 30). Mudancas no perfil gelatinolitico de venenos de Bothrops
também foram observadas por Andrade-Silva e colaboradores®!, analisando amostras
tratadas com a N-glicosidase F, uma enzima que remove oligossacarideos dos tipos
hibrido, complexo e rico em manose de N-glycoproteinas. No presente estudo, foi notavel
o perfil do veneno de B. jararacussu, cuja amostra tratada com a neuraminidase mostrou
também bandas com atividade gelatinolitica com massas moleculares de 80 — 250 kDa,
ndo presentes nas amostras de veneno integro.

Em continuidade, a atividade gelatinolitica dos venenos foi avaliada
quantitativamente, utilizando o kit EnzCheck Gelatinase/Collagenase (Invitrogen), em

gue se emprega a gelatina conjugada com fluoresceina como substrato, em solucéo.

4.2.2.2 Anélise por incubacéo em solucéo

Inicialmente, a reacdo de hidrolise da gelatina foi padronizada utilizando os
venenos do género Bothrops sem tratamento com a neuraminidase. As curvas de
atividades gelatinolitica obtidas (Figura Suplementar 5) mostraram que 0S venenos
apresentam diferentes perfis de atividade gelatinolitica, sendo B. neuwiedi, B. jararacussu
e B. cotiara os menos ativos.

O tratamento com a enzima neuraminidase resultou na reducdo, ainda que em

diferentes graus, da atividade gelatinolitica de todos os venenos (Figura 31).
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Figura 31. Atividade gelatinolitica de venenos do género Bothrops. Amostras de venenos (1 pg) ndo tratados e tratados com neuraminidase foram incubadas com
gelatina conjugada com fluoresceina (5 ug) a 37 °C por 120 min. Fluorescéncia monitorada em Ex=480 nm e Em=530 nm. Os resultados estdo apresentados como

média £DP, n=3.



103

A Tabela 7 mostra os célculos de velocidade média e de atividade gelatinolitica
residual dos venenos de Bothrops néo tratados e tratados com a neuraminidase. A diminuigéo
da atividade gelatinolitica variou entre 21% (B. neuwiedi) e 76% (B. moojeni) nas amostras
tratadas com a enzima. Em conjunto, esses resultados corroboram estudos anteriores que
mostraram perfis proteoliticos distintos em venenos do género Bothrops %1% e diferentes

graus de susceptibilidade das proteases desses venenos a remogéo de seus N-glicanos .

Tabela 7. Atividade gelatinolitica de venenos do género Bothrops néo tratados e tratados
com neuraminidase.

B. atrox B. cotiara B. erythromelas
Controle Tratado  Controle Tratado  Controle Tratado
Velocidade média* (UF x 10M4/ min) 6,5 2,2 2,9 0,9 3,9 2,8
Atividade residual** 34% 31% 71%
B. fonsecai B. insularis B. jararaca
Controle Tratado Controle Tratado  Controle Tratado
Velocidade média* (UF x 104/ min) 5,6 1,8 3,6 3,1 45 2,1
Atividade residual** 31% 84% 46%
B. jararacussu B. moojeni B. neuwiedi
Controle Tratado  Controle Tratado  Controle Tratado
Velocidade média* (UF x 104/ min) 1,8 1,0 5,0 1,2 4,0 3,1
Atividade residual** 53% 24% 79%

* A velocidade média foi calculada considerando a integragdo das curvas mostradas na Figura 31.
**A atividade residual representa a porcentagem da atividade gelatinolitica remanescente apds incubacdo das amostras de
venenos com a enzima neuraminidase.

4.2.3 Atividade amidolitica

O efeito da remocdo de residuos de acido sialico das glicoproteinas dos venenos
tambeém foi avaliado pela determinagdo da atividade amidolitica, com o substrato Bz-Arg-
PNA. Nesse ensaio 0s venenos mostraram diferentes atividades especificas que variaram
cerca de 5 a 230 nmol minmg?, indicando a presenca de diferentes subproteomas de
serinoproteases nos mesmos. E em contraste com o verificado para a atividade gelatinolitica,
o perfil amidolitico dos venenos nao se alterou significativamente apds o tratamento com a

neuraminidase (Figura 32), indicando que residuos de &cido sialico ndo sdo essenciais para a
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interacdo de serinoproteases com pequenos substratos, como Bz-Arg-pNA. A Unica excecao

foi 0 veneno de B. fonsecai, cuja atividade amidolitica mostrou ligeira diminuicéo.
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Figura 32. Atividade amidolitica de venenos do género Bothrops, ndo tratados e tratados com neuraminidase,
sobre o substrato Bz-Arg-pNA. A atividade é expressa em nmol Bz-Arg-pNA hidrolisado por minuto e por mg
de proteina. As barras representam médias + DP; n=3. p-valor calculado com base no teste t-Student (* = 0.01-
0.05/ ** =0.001-0.01/*** < 0.001).

Efeito semelhante de dessializagéo foi reportado para a acutobina, uma serinoprotease
do veneno de Deinagkistrodon acutus gque, ap0s tratamento com neuraminidase, apresentou
atividade catalitica sob o substrato peptidico Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilida semelhante a

acutobina nativa 160,
4.2.4 Atividade fibrinogenolitica
4.2.4.1 Anélise por incubacéo em solucao

Inicialmente, a atividade fibrinogenolitica de venenos de Bothrops foi avaliada por
incubagdo com fibrinogénio em solucdo, que resultou em diferentes valores de atividade
especifica (Figura 33), indicando diferentes conteidos de proteases capazes de hidrolisar esta

proteina, nestes venenos. A incubacdo de fibrinogénio com os venenos tratados com a
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neuraminidase resultou em perfis proteoliticos variaveis entre 0s venenos, e cinco deles (B.
atrox, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni) mostraram suas atividades

significativamente alteradas apds a remoc&o de acido sialico (Figura 33).
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Figura 33. Atividade fibrinogenolitica de venenos do género Bothrops néo tratatos e tratados com
neuraminidase. A atividade fibrinogenolitica especifica € expressa em U/min/mg. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de enzima que gerou um aumento de uma unidade na absorbéancia a 280 nm. As
barras representam médias + DP; n= 6. p-valor calculado com base no teste t-Student (* = 0.01- 0.05/ ** =0.001-
0.01/%** < 0.001).

4.2.4.2 Anélise da hidrdlise do fibrinogénio por eletroforese

A degradacéo de fibrinogénio em solucdo também foi avaliada pela visualizag¢do do
perfil eletroforético dos produtos gerados pelas proteases dos venenos do género Bothrops
néo tratados e tratados com a neuraminidase. Estes resultados estdo representados na Figura
34.
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Figura 34. Atividade fibrinogenolitica de venenos do género Bothrops ndo tratados e tratados com
neuraminidase. Fibrinogénio humano foi incubado com os venenos na propor¢do enzima: substrato 1:500, por
30 mina 37°C. Os retangulos vermelhos indicam bandas de fibrinogénio com diferentes graus de hidrélise entre
0s venenos controle e dessialilado. (F): Fibrinogénio, (-) Veneno ndo tratado com neuraminidase; (+) Veneno
tratado com neuraminidase. Proteinas coradas com Coomassie Blue G.

A atividade dos venenos ndo tratados com a neuraminidase resultou na degradacao
da cadeia alfa do fibrinogénio, e na geracdo do dimero gama-gama, devido a presenga de
serinoproteases capazes de converter o fibrinogénio em fibrina em venenos de viperideos “°.
Neste ensaio, a remocao de residuos de acido sialico afetou a atividade fibrinogenolitica dos
venenos de B. atrox, B. cotiara, B. insularis, B. jararacussu e B. moojeni, em cujos perfis a
cadeia alfa pareceu degradada em menor grau (Figura 34).

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos na avaliacdo da degradacdo pela

determinacéo da absorbancia dos produtos de degradacdo em 280 nm (Figura 33), indicando
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que os residuos de acido sialico sdo importantes para algumas proteases de venenos, na

interagdo com fibrinogénio e catalise.

4.2.5 Atividade coagulante sobre o plasma humano

A atividade coagulante de venenos do género Bothrops foi avaliada considerando a
menor quantidade de veneno capaz de coagular uma solugéo padronizada de plasma citratado
em 60 s, a 37 °C, ou seja, a Dose Minima Coagulante (DMC) . Assim, para avaliar o efeito
da dessialilacdo de enzimas proteoliticas na atividade coagulante de venenos do género
Bothrops, primeiramente foi determinada a DMC dos mesmos. Para isso, curvas
(concentracdo de veneno x tempo de coagulacdo) foram obtidas de forma independente e em
triplicata. A Figura Suplementar 6 mostra as curvas de cada veneno e a DMC calculada para
cada replicata individual.

Na Tabela 8 estdo listados os diferentes valores médios de DMC apresentados pelos
venenos sem tratamento com a neuraminidase, mais uma vez indicando os diferentes

contetidos de proteases com atividade pro-coagulante nos mesmaos.

Tabela 8. Dose minima coagulante (DMC) de venenos do género Bothrops sobre o plasma
humano.

Venenos DMC (ug) DP*

B. atrox 3,9 + 0,64
B. cotiara 2,8 +0,81
B. eryhtromelas 1,4 +0,85
B. fonsecai 1,4 +0,20
B. insularis 15 +0,04
B. jararaca 3,9 +0,39
B. jararacussu 10,6 +1,43
B. moojeni 3,9 +2,09
B. neuwiedi 4,1 +0,8

DP*- Desvio Padrdo calculado a partir de 3 determinagoes.

A Figura 35 mostra curvas comparativas de atividade coagulante dos venenos nédo
tratados e tratados com a neuraminidase. Nesse ensaio, como controle negativo, a enzima
neuraminidase (0,2 U/uL) foi incubada com o plasma humano por 120 min, ndo resultando
na coagulacdo do mesmo. Ainda que em diferentes graus, a remocdo do acido sialico
provocou uma diminuicdo da atividade coagulante sobre o plasma humano de todos os

venenos.
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Figura 35. Atividade coagulante dos venenos do género Bothrops néo tratados e tratados com neuraminidase. Os graficos representam a curva de dilui¢do seriada
de cada veneno (ug) e tempo de coagulagdo (1/s). As barras representam médias + DP n=3. O p-value de cada ponto da curva foi calculado com base no teste t-
Student (* = 0.01- 0.05/ ** =0.001-0.01/*** < 0.001).
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As curvas mostradas na Figura 35 resultam de trés mensuracGes com diferentes
quantidades de veneno, e os dados obtidos foram utilizados para calcular a variacdo da
atividade coagulante dos venenos néo tratados e tratados com neuraminidase. Os valores de
p-value calculados para cada ponto da curva de coagulacdo indicaram que a remocao de acido
sialico promoveu uma diminuicao significativa na atividade coagulante para a maioria dos
venenos analisados, principalmente B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi, e
B. insularis.

Dessa forma, ap6s confirmar a diferenca significativa entre os pontos das curvas de
coagulacdo a DMC dos venenos foi calculada em ambas as condi¢des (com e sem tratamento
com a neuraminidase) (Tabela 9). Os valores de atividade coagulante residual mostram um
diminuicdo de cerca de 50% (B. jararaca, B. jararacussu, B. insularis e B. fonsecai), ou 30%
(B. moojeni, B. neuwiedi e B. cotiara), ou 15% (B. erythromelas e B. atrox), em concordancia
com 0s outros resultados deste estudo, que indicaram que as atividades de hidrolise de

proteinas pelos venenos analisados foram afetadas pela dessialilagdo enzimatica.

Tabela 9. Dose minima coagulante (DMC) de venenos do género Bothrops submetidos ou
ndo a dessialilagdo enzimatica com neuraminidase.

B. jararaca B. jararacussu B. cotiara
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Atividade coagulante (ug)* 2,99 5,14 9,22 17,21 5,51 8,39
Atividade residual** 58,2% 53,6% 65,7%
B. moojeni B. neuwiedi B. insularis
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Atividade coagulante (ug)* 2,52 3,75 4,32 6,79 0,90 1,95
Atividade residual** 67,2% 63,6% 46%
B. erythromelas B. fonsecai B. atrox
Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Atividade coagulante (ug)* 1,36 1,67 0,93 1,79 2,79 3,10
Atividade residual** 81,3% 52% 90,2%

*Dose Minima Coagulante utilizada para medir a atividade coagulante das amostras de veneno.
**A atividade residual é representada em porcentagem da atividade coagulante remanescente apds incubacdo das
amostras de veneno com a enzima neuraminidase.
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4.2.6 Avaliacdo do papel do &cido sialico na atividade proteolitica do veneno de B.

jararaca sobre o plasma humano

4.2.6.1 Perfil eletroforético do plasma humano incubado com o veneno

Para a avaliacdo do papel de &cido sialico na atividade proteolitica do veneno de B.
jararaca sobre as proteinas do plasma humano, amostras ndo tratadas e tratadas com a
neuraminidase foram incubadas com o plasma, conforme a descrigdo da Figura 5, e o perfil
proteico foi avaliado por eletroforese. Apesar de a degradacdo de componentes do plasma
ndo ter sido claramente perceptivel pelo perfil eletroforético de proteinas, principalmente
devido a alta abundéncia de albumina plasmatica, a Figura 36 mostra sutis alteracdes entre

as amostras incubadas com o veneno integro ou dessialilado.
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Figura 36. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) do plasma humano ap6s incubagdo com
0 veneno ndo tratado (B. jararaca Controle- JAC-1,2,3) e tratado (B. jararaca Tratado-JAT-1,2,3) com
neuraminidase; do plasma incubado com PBS (Controle 1 - A-B-C) e do plasma incubado com neuraminidase
(Controle 2- A-B-C). Proteinas coradas com Coomassie Blue G.

4.2.6.2 Analise das fragdes peptidicas do plasma humano incubado com o veneno
A andlise da fracdo peptidica do plasma humano incubado com o veneno de B.
jararaca ndo tratado e tratado com a neuraminidase resultou na identificacdo de peptideos

oriundos da hidrélise de proteinas (Tabela Suplementar 16). A Figura 37 A,B mostra graficos
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de Venn ilustrando os numeros de peptideos identificados nos trés experimentos
independentes de incubacgéo do plasma, indicando que as proteases do veneno hidrolisaram
proteinas plasméticas gerando 412 peptideos comuns, porém no caso da amostra de veneno
tratada com neuraminidase a protedlise foi parcialmente afetada pela remocédo de &cido
sialico, e resultou em um numero mais baixo de peptideos (322). A comparac¢éo dos peptideos
comuns identificados nas amostras de plasma incubadas com veneno néo tratado e tratado
com a neuraminidase (Figura 37C) indicou que apenas uma parte desses peptideos (207) foi
gerada por ambos o0s venenos, enquanto 205 e 115 peptideos eram especificos,
respectivamente, da incubacdo do plasma com o veneno ndo tratado e tratado com a
neuraminidase. Apesar desta diferenca no perfil de peptideos gerados pelos venenos, 26 de
um total de 33 proteinas foram degradadas por ambos.
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A
PLASMA + PBS PLASMA + neuraminidase
(controle 1) (controle 2)
CT1-A CT1-B CT2-A CT2-B
0 peptideos 0 peptideos .
torcis totais Opeptideos 2 peptideos
totais
0 0 0 0 0 2
0 0
0 0 0 0
0 0
CT1-C CT2-C
0 peptideos 0 peptideos
totais totais
B
PLASMA + veneno B. jararaca (controle) PLASMA + veneno B. jararaca (tratado com neuraminidase)
JAC-1 JAC-2 JAT-1 JAT-2
1025lpteptideos 909 peptideos 800 peptideos 688 peptideos
otais totais totais
344 13 2 278 154 154 o
412 322
126 97 46 58
135 54
JAC-3 JAT-3
770 peptideos 480 peptideos
totais totais
C
PLASMA +JAC 205 207 115 PLASMA + JAT
412 peptideos 322 peptideos
PLASMA + JAC PLASMA + JAT
31 ?-“:j‘nas 5 26 2 28 proteinas
clivadas clivadas

Figura 37. Diagramas de Venn ilustrando os nimeros de peptideos e proteinas identificados por LC-MS/MS
nas fracdes de plasma humano incubado com veneno de B. jararaca néo tratado e tratado com neuraminidase.
(A) Peptideos identificados em trés amostras de plasma controle ou plasma incubado com neuraminidase. (B)
Peptideos identificados em trés amostras de plasma incubado veneno de B. jararaca ndo tratado (JAC1-3) e
tratado com neuraminidase (JAT1-3). (C) Comparacdo dos nimeros de peptideos identificados em comum nas
trés amostras analisadas de plasma néo tratado (JAC1-3) e tratado com neuraminidase (JAT1-3) e das proteinas
identificadas como clivadas nas amostras de plasma incubado com o veneno de B. jararaca ndo tratado (JAC1-
3) e tratado com neuraminidase (JAT1-3).
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A Tabela 10 lista as proteinas degradadas pelo veneno de B. jararaca nao tratado e
tratado com a neuraminidase, incluindo varias apolipoproteinas, inibidores de enzimas
proteoliticas, fibrinogénio, cininogénio, entre outras. Segundo essa anélise, as cinco proteinas
mais degradadas foram apolipoproteinas A-1 e A-1V, alfa-2-HS-glicoproteina, protrombina e
fibrinogénio. O efeito da remocéo de residuos de acido sialico das proteinas do veneno foi
visto pelo nimero mais baixo de peptideos gerados a partir das 28 proteinas clivadas pelo
veneno tratado com neuraminidase, e pela clivagem exclusiva de algumas proteinas pelo
veneno nao tratado (5) e tratado com a glicosidase (2). Ainda, em algumas proteinas, o
mapeamento das regides clivadas pelas proteases mostrou algumas diferencas entre os
experimentos com o veneno integro e com o tratado com a neuraminidase, como por exemplo
no caso do fibrinogénio (Figura 38) e da protrombina (Figura 39). Os mapas de clivagem
dessas proteinas mostram as diferentes sequéncias de peptideos gerados pelas amostras de
ambos 0s venenos, e ainda regides da cadeia polipeptidica que deixaram de ser clivadas no
caso do veneno dessialilado. Em conjunto, esses resultados indicaram que a remocao de acido

sidlico alterou o perfil de protedlise do veneno de B. jararaca sobre proteinas plasmaticas.
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Tabela 10. Proteinas do plasma humano identificadas como clivadas a partir da analise por LC-MS/MS da fracdo de peptideos apds a incubagéo
com 0 veneno de B. jararaca nao tratado (JAC) e tratado (JAT) com neuraminidase. Apenas as proteinas identificadas a partir dos peptideos
comuns as incubacgdes independentes (JAC1-3 e JAT1-3) foram consideradas. Em negrito estdo destacadas as cinco proteinas que resultaram nas
maiores quantidades de peptideos identificados.

Identificacdo da Descricdo PLASMA + JAC # peptideos PLASMA + JAT
proteina # peptideos compartilhados | # peptideos exclusivos
exclusivos

ALBU_HUMAN Albumin 2

AlAT HUMAN Alpha-1-antitrypsin 1 1

A2AP_HUMAN Alpha-2-antiplasmin 3

FETUA HUMAN Alpha-2-HS-glycoprotein 11 15 8
A2MG_HUMAN Alpha-2-macroglobulin 5 6 3
APOAl HUMAN Apolipoprotein A-1 29 36 10
APOA2_HUMAN Apolipoprotein A-11 1

APOA4 HUMAN Apolipoprotein A-1V 25 29 17
APOB_HUMAN Apolipoprotein B-100 3 2 1
APOC1 HUMAN Apolipoprotein C-I 2 6 4
APOC2_HUMAN Apolipoprotein C-II 3 2

APOC3_HUMAN Apolipoprotein C-I1I 5 5 7
APOE_HUMAN Apolipoprotein E 2 5 4
APOL1_HUMAN Apolipoprotein L1 2 4
CLUS HUMAN Clusterin 9 8 1
FA12 HUMAN Coagulation factor XII 1 1
C0O3_HUMAN Complement C3 2 4 3
C0O4_A/B_HUMAN Complement C4-A C4-B 2

FIBA_ HUMAN Fibrinogen alpha chain 51 41 20
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 5 12 4
GELS_HUMAN Gelsolin 7 7 4
HEP2_HUMAN Heparin cofactor 2 1

HRG_HUMAN Histidine-rich glycoprotein 1

ITIH2 HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 4 3 4




ITIH4_ HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 8 8 8
KNG1 HUMAN Kininogen-1 2 2 1
THRB_HUMAN Prothrombin 11 7 2
SAA4 HUMAN Serum amyloid A-4 protein 3
TTHY_HUMAN Transthyretin 6 3 2
PROS_HUMAN Vitamin K-dependent protein S 1
VTNC_HUMAN Vitronectin 2 4 2
A1BG_HUMAN Alpha-1B-glycoprotein 2
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Figura 38. Comparagdo da sequéncia de aminoécidos da cadeia a do fibrinogénio humano indicando os produtos de clivagem (peptideos) gerados apds a incubacao
do plasma com o veneno de B. jararaca ndo tratado (JAC 1,2,3) e tratado (JAT 1,2,3) com neuraminidase. Linhas azuis indicam os peptideos identificados. Linhas vermelhas
indicam a regido nao clivada pelas proteases do veneno tratado com neuraminidase. Visualizagéo grafica gerada com o PEAKS Studio 7.



PLASMA+ BJAC-1

MAHVRGLQLP GCLALAALCS LVHSQHVFLA PQOARSLLQR VRRANTFLEE VRKGNLEREC VEETCSYEEA FEALESSTAT
DVEWAKYTAC ETARTPRDKL AACLEGNCAE GLGTNYRGHV NITRSGIECQ LWRSRYPHKP EINSTTHPGA DL

PLASMA+ BJAC-2

MAHVRGLQLE GCLALAALCS LVHSQHVELA PQOARSLLQR VRRANTFLEE VRKGNLEREC VEETCSYEEA FEALESSTAT

DSSTTGPWCY TTDPTVRRQE CSIPVCGQDQ VEVAMEPRSE GSSVNLSPPL EQCVPDRGQQ YQGRLAVTTH GLPCLAWASA

c RDKL AACLEGNCAE GLGTMYRGHV NITRSGIECQ LWRSRYPHKP EINSTTHEGA DIQENFCANP
DSSTTGPWCY TTDPTVRRQE CSIPVCGQDQ VIVAMEPRSE GSSVNLSEPL EQCVEDRGQQ YQGRLAVITH GLECLAWASA

PLASMA+ BJAC-3

MAHVRGLOLP GCLALARLCS LVHSQHVEFLA PQOARSLLQR VRRANTFLEE VRKGNLEREC VEETCSYEEA FEALESSTAT
DVEWAKYTAC ETARTPRDKL AACLEGNCAE GLGTNYRGHV NITRSGIECQ LWRSRYPHKP EINSTTHPGA DLQENFCRNP
DSSTTGPWCY TTDPTVRRQE CSIPVCGQDQ VTVAMTPRSE GSSVNLSPPL EQCVPDRGQQ YQGRLAVTTH GLPCLAWASA
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Figura 39. Comparacao da sequéncia de aminoécidos da protrombina humana indicando os produtos de clivagem (peptideos) gerados ap6s a incubacéo do plasma com o veneno
de B. jararaca ndo tratado (JAC 1,2,3) e tratado (JAT 1,2,3) com neuraminidase. Linhas azuis indicam os peptideos identificados. Linhas vermelhas indicam a regido ndo
clivada pelas proteases do veneno tratado com neuraminidase. Visualizagdo grafica gerada com o PEAKS Studio 7.
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5. DISCUSSAO

5.1 Subproteomas de proteinas de venenos de Bothrops com afinidade por lectinas que
reconhecem acido siélico (SNA e MAL)

Residuos de &cido sialico (NeuSAc) séo de particular importancia para proteinas
glicosiladas. Neu5Ac é frequentemente o residuo terminal de cadeias de glicanos das
glicoproteinas, tipicamente conectado a galactose por ligagdes glicosidicas a2-3 ou a2-6.
As diferencgas nas posigOes de ligagdo entre esses dois isbmeros tém sido relacionadas ao
desenvolvimento de diferentes fenoétipos de cancer, onde alteracfes da superficie celular
relacionadas ao tumor, geralmente envolvem um aumento na sialilagio 02-6 162162, Por
outro lado, Neu5Aca2-3 faz parte dos motivos de Lewis (sLeX/A) sialilados, que séo
caracteristicos de células cancerigenas em metastase %3, Esse epitopo foi também descrito
em algumas toxinas de venenos °21%4, Além disso, interac@es diferenciais entre a proteina
hemaglutinina (HA) do virus influenza A e receptores de glicano contendo Neu5Aca2-3
(aviario) ou Neu5Aca2-6 (humano) desempenham um papel importante na regulacao da

especificidade do hospedeiro e na adaptagdo do virus.®*

A presenca de residuos de acido sialico tem sido descrita em diferentes trabalhos
sobre componentes de venenos de serpentes 114152154158.165 "o neste contexto, a avaliagdo
da presenca de glicoproteinas sialiladas em venenos do género Bothrops teve inicio em
nosso grupo com o uso da lectina WGA #!, que reconhece glicanos contendo residuos de
4cido sialico terminais ou N-acetilglicosamina (GIcNAc) 6. Apesar de os subproteomas
identificados em sete venenos do género Bothrops utilizando a WGA em cromatografia de
afinidade terem mostrado que SVMPs e SVSPs sdo as classes de toxinas mais abundantes
reconhecidas por esta lectina, ndo foi possivel distinguir quais carboidratos estavam
presentes nas porcBes terminais dessas glicoproteinas. E embora WGA seja comumente
usada para se ligar a estruturas de N-glicanos complexos sialilados, devido a sua afinidade
secundéria para NeuAca2-3 %7, pouca afinidade tem sido descrita para os glicanos com
NeuAc na posigio 02-6 e 02-8 1%, Somado a esse fato, seu reconhecimento de carboidratos
é sabidamente mais amplo em comparacdo com outras lectinas %, e dessa forma, para
acessar as diferentes camadas de diversidade estrutural nas quais os residuos de acido

sialico se apresentam, faz-se necessario utilizar lectinas mais especificas.
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Os acidos sialicos sdo dotados de uma rica diversidade de modalidades quimicas
em um Unico monossacarideo e por possuirem diversos papéis funcionais que medeiam
processos bioldgicos importantes, tornaram-se o foco em nossos estudos, desde que a
analise da composicdo de diferentes N-glicanos presentes em proteinas de venenos de

131

Bothrops *°* mostrou a abundancia deste monossacarideo na posic¢do terminal de quase

todas as estruturas de N-glicanos dos tipos complexo e hibrido identificadas.

Dessa forma, para explorar o conteudo de glicoproteinas de venenos do género
Bothrops contendo N-glicanos com acido sialico, no presente estudo, o uso de
cromatografia de afinidade a lectina SNA e ensaios de pull down com MAL | tiveram como
objetivo avaliar as classes de toxinas do ponto de vista de sua glicosilagdo, em especial
para explorar as diferentes configuracdes nas quais residuos de acido sialico estdo presentes
em N-glicanos, uma vez gque nao foi possivel avaliar todos os tipos de ligacdes existentes
entre os residuos de &cido sialico e as hexoses (Hex/HexNACc) presentes nas estruturas de
N-glicanos caracterizados por Andrade-Silva e colaboradores !, Assim, ao utilizar as
lectinas SNA e MAL | foi possivel detectar proteinas contendo residuos de acido sialico
nas configuragdes, respectivamente, NeuAca2-6Gal/GalNAc e NeuAca2-3Galpl-
4GIcNAcC.

Sambucus nigra aglutinina 1 (SNA-I), é uma lectina da casca do sabugueiro,
tradicionalmente utilizada para identificar estruturas de glicanos contendo Neu5Aca2-
6Gal/GalNAc 170171, Classificada no grupo das RIP-11 (ribosome-inactivating protein-II),
a SNA é uma proteina tetramétrica, que se apresenta como um heterotetramero (~140 kDa)
composto por dois heterodimeros, cada um contendo uma cadeia A (que se assemelha a
cadeia A da ricina) e uma cadeia B (lectina do tipo R que se liga ao glicano), ligadas por
pontes de dissulfeto 1. A SNA é uma das poucas lectinas que contém o domino tipo R que
ndo reconhece Gal/GalNAc, e sim residuos de 4acido sialico ligados na posigdo a2-6 173,
Para o reconhecimento de acido sialico nessa configuracao, tanto o grupo carboxil livre do
C-1 quanto a cadeia lateral de gliceril (C7-C9) mostraram-se necessarios para completa

interacdo da lectina com o monossacarideo 0.

As cromatografias de afinidade utilizando a resina SNA-agarose possibilitaram
enriquecer apenas uma pequena fracdo de componentes dos venenos do género Bothrops
aqui analisados (Tabela 1). Porém, apesar da baixa quantidade de proteinas recuperadas,
com os resultados obtidos foi possivel mostrar as sutis diferengas na composigéo de toxinas

de venenos de Bothrops em comparacdo com a lectina MAL 1, que também reconhece
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acido sialico na posicdo terminal, mas em diferente configuracdo (Figura 20 A,C). A
andlise das fracbes de proteinas que se ligaram a resina de SNA-agarose mostrou
distribuicdo varidvel das classes de toxinas entre 0s venenos, porém algumas destacaram-
se por estarem em maior abundancia nas fracdes enriquecidas pela lectina, como as
SVMPs, SVSPs e CTLs (Figura 8).

Entre os venenos analisados, alguns resultaram em maior quantidade de proteinas
enriquecidas pela lectina SNA e identificadas, como foi 0 caso de B. jararaca, cuja fracéo
retida também mostrou um perfil eletroforético mais diversificado, em comparagdo com 0s
demais (Figuras 7 e 8; Tabela 2). Porém essa correlagdo entre os resultados ndo ocorreu
em todos os venenos, como foi 0 caso de B. insularis, B. moojeni e B. neuwiedi que
mostraram perfis eletroforéticos semelhantes entre si (Figura 7), mas resultaram em
diferentes quantidades de grupos de proteinas identificados nas suas fracdes retidas pela
SNA (Tabela 2). Apesar de o enriquecimento usando a lectina SNA ter sido variavel entre
0S venenos, esta lectina possibilitou enriquecer em maior quantidade as proteinas de alguns
venenos (B. jararaca, B. moojeni e B. atrox) (Figuras 8 e 20), indicando que N-glicanos
contendo acido sialico na configuracao a2-6 estdo diferencialmente presentes nos venenos

das espécies de Bothrops aqui estudadas.

Outro ponto importante destes resultados foi a presenca significativa de CTLs na
fracdo de proteinas enriquecidas pela SNA-agarose, principalmente nos venenos de B.
atrox, B. jararaca e B. moojeni (Figuras 8 e 20A, Tabela 2). A contribuigdo em termos
quantitativos dessa classe de toxina entre os achados de proteinas enriquecidas pela SNA
causou um Vviés nos valores totais de grupos de proteinas identificados, principalmente
guando se compara a presenca desta classe de toxina entre as fracGes enriquecidas pelas
trés lectinas usadas neste estudo (Figura 20). Ainda que em quantidade mais baixa, PLAZ2s,
outra classe de toxinas ndo glicosilada, também foram identificadas na fracdo enriquecida
pela SNA (Tabela 2).

Dentre as toxinas enriquecidas pela SNA, as LAAOs foram identificadas em menor
namero nas fragdes retidas, e apesar dessa classe de proteinas ser frequentemente descrita
como glicosilada 6174177 esse resultado indicou que em venenos de Bothrops, as LAAOs
possivelmente contém poucos N-glicanos contendo &cido sialico ligado a galactose

terminal na posi¢ao a2-6 (Tabela 2; Figura 8).
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Apesar de a sialilagio ter sido relatada em algumas LAAOs 14178 possivelmente
contribuindo para a microheterogeneidade de formas dessas toxinas %17 Geyer e
colaboradores 1 relataram a presenga de 4cido sialico na posi¢io a2-3 (NeuAca(2-
3)GalB(1-3)Glc) em uma LAAO do veneno de Calloselasma rhodosoma, além da
descricao de estruturas de N-glicanos bissialilados. Neste trabalho, os autores destacaram
a homogeneidade da glicosilacdo observada na toxina analisada, sugerindo uma forte
contribuicdo dessas estruturas sialiladas na interagdo com siglecs (sialic acid-binding
lectins) resultando em danos oxidativos localizados pela producéo de H2O,. Mais tarde
Ande e colaboradores & descreveram que a ligacio e internalizagdo desta LAAO parecia
ser mediada por sua por¢do de glicano, ja que a dessialilacdo reduziu a citotoxicidade da
mesma em células de Jukart. Dessa forma, levando em consideracdo essas informacdes, a
identificacdo deficiente de LAAOs em fracGes de venenos de Bothrops ligadas a SNA
poderia ser explicada pela possivel presenca dessas diferentes estruturas anteriormente

descritas, que ndo sdo reconhecidas pela lectina SNA.

A lectina MAL I, diferentemente do observado com a SNA, enriqueceu as classes
de toxinas de forma mais homogénea, porém sendo mais especifica para alguns venenos,
como foi 0 caso de B. cotiara, B. fonsecai, B. insularis e B. jararaca (Figura 18). N&o
obstante, a MAL I, da mesma forma que a SNA, enriqueceu preferencialmente as classes
de toxinas tipicamente mais abundantes em venenos do género Bothrops, como as SVMPs
e as SVSPs, além de também enriquecer diversas outras enzimas de baixa abundancia nos
venenos (Tabelas 2 e 5). Além da identificacdo por espectrometria de massas, essas
proteinas pouco abundantes, classificadas como “Outros” neste trabalho, também foram
detectadas pela presenca de bandas de proteinas de massa molecular alta na eletroforese,
que correspondem tipicamente a 5’Nases, DPases e PDEs (Figuras 14 a 17), e no blot de

lectinas (Figura 26).

Com relacdo as SVSPs, essas toxinas foram identificadas na maioria das fracdes
enriquecidas pelas lectinas SNA (Figura 8) e MAL | (Figura 18), evidenciando a ja
reportada microheterogeneidade na glicosilagdo dessas proteinas % e indicando que em
relacdo a sialilacdo, as SVSPs de venenos do género Bothrops devem apresentar ambas as
configuragdes (02-3 e a2-6) de residuos de acido sialico em seus N-glicanos. E de fato,
diversas serinoproteases isoladas de venenos de Bothrops foram reportadas como

glicosiladas #6181-184 e em especial algumas foram descritas contendo acido sialico em sua
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composic¢do, como as serinoproteases do tipo-trombina BpSP-1 de B. pauloensis %%, BJ-48

183 ¢ BjussuSP-1 8 de B. jararacussu, e uma enzima isolada do veneno de B. pictus ¢°.

Outro fator que pode estar relacionado a limitacdo no reconhecimento de proteinas
dos venenos aqui analisados pela lectina SNA, em cromatografias de afinidade, fato que
também ocorreu nos ensaios de blot de lectina, (Figura 26), reside exatamente na sua
especificidade, baseada na presenca de N-glicanos contendo &cido sialico na configuracéo
a 02-6. Sabe-se que a SNA-I se liga a estruturas terminais de Neu5Aco2-6Gal e que 0s
residuos de galactose ou N-acetilgalactosamina podem ser importantes na ligacédo
170,171,187.188 porém, com base em analises simultaneas de microarray da interacdo de SNA
com uma variedade de glicanos, Smith e colaboradores ! identificaram a necessidade de
um determinante minimo de trés carboidratos (NeuSAca2-6Galp1-4GIcCNAC) para que a
SNA se ligasse com alta afinidade, indicando um forte requisito para a presenga de GalfB1-
4GIcNACc, ou seja, lactosamina (LacNAc) subsequente ao residuo de &cido sialico apenas

na configuracdo a2-6.

Considerando essas informagdes, e os resultados obtidos por Andrade-Silva e
colaboradores 3, que classificaram os venenos de acordo com as principais estruturas
identificadas de N-glicanos, esperariamos que, se houvessem residuos de acido sialico na
posicao a-2,6, estes ndo seriam detectados nos venenos classificados naquele estudo como
grupo 2 (B. erythromelas, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi), ja que nesses venenos
apenas foram observadas estruturas no qual os residuos de &cido sialico (NeubA ou
Neu5Gc) estavam ligados a uma GalNAcB1-4GIcNAc (LacdiNAc). E como o
reconhecimento pela SNA tem como requisito a presenca de uma galactose ap06s o acido
sialico, este critério seria atendido apenas pelos venenos de B. jararaca, B. insularis e B.
cotiara, onde foram detectados residuos de acido sidlico na sequéncia NeuSA-Galf1-
4GIcNA em seus N-glicanos. Porém, com relacdo as estruturas mais complexas de
carboidratos, como em N-glicanos do tipo complexo biantenado, Smith e colaboradores &°
identificaram que a SNA tem preferéncia por reconhecer esse trissacarideo na ramificacdo
que parte do nucleo trimanosil a partir da ligagdo al-3, ¢ ndo da ramificagdo 06, como

mostrado na Figura 40.
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B GicNAc O Gal @ Man € NewSAc ’

Figura 40. Motiv de ligacdo da lectina SNA (retangulo tracejado) em um N-glicano do tipo complexo
biantenado terminando com o determinante minimo definido por Neu5Aca2-6Galf1-4GIcNAc, conforme
reportado por Smith e colaboradores®,

Estudos posteriores em microarrays, utilizando N-glicanos assimétricos 1%, ou
glicanos sialilados contendo vérias modificacdes naturais deste monossacarideo %%,
reforcaram essa preferéncia pela lectina SNA %2, Dessa forma o reconhecimento da SNA
ndo se restringe apenas a identificagdo do trissacarideo NeuAc (02-6) Gal (f1-4)GalNAc e
suas sutis modificacdes, mas inclui o reconhecimento de estruturas mais complexas de

glicanos onde se encontra esse trissacarideo.

Por fim, vale considerar alguns pontos: i) muito tem sido feito para determinar a
afinidade das lectinas usando glicoproteinas com glicosilacdo conhecida, e apesar dos
desafios da presenca de microheterogeneidade entre as glicoformas, estudos com estruturas
de N-glicanos isolados tém sido realizados para elucidar a especificidade de lectinas. No
entanto, considerando a complexidade das interagdes entre as lectinas e os glicanos e que
a afinidade/avidez é baseada em multiplas interacGes entre o glicano, a lectina e a parte
aglicana de glicoproteinas, torna-se dificil afirmar como as lectinas se comportam em
relacdo a sua seletividade e especificidade, quando expostas a misturas complexas de
proteinas, como os venenos de serpentes; ii) em glicobiologia, os termos “determinante
minimo” ou “parcial” sdo frequentemente usados para descrever a estrutura minima de um
glicano, necessaria para interagir com uma lectina, ndo sendo necessariamente suficiente
para uma completa interacdo de alta afinidade %; iii) embora as lectinas tenham a
capacidade de enriquecer algumas glicoproteinas de forma seletiva e reprodutivel, outras
proteinas carregando o mesmo repertdrio de glicanos podem néo ser reconhecidas, ja que
0 mesmo glicano pode néo ser reconhecido por apresentar pequenas modificacGes quimicas
em suas estruturas, como por exemplo metilagdo e sulfatacdo, a depender da flexibilidade
de cada lectina em acomodar essas modificacOes. Este desafio também foi observado por
Lee e colaboradores '* que ao analisarem os glicanos identificados em glicoproteinas
enriquecidas por lectinas (ConA, jacalina e WGA) em cromatografias de afinidade com

proteinas de membranas celulares de figado e proteinas do plasma, verificaram que as
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lectinas foram Uteis para fracionar as glicoproteinas destas misturas complexas em
diferentes subsets de glicoproteinas, mas a caracterizagdo dos glicoproteomas totais nao foi
possivel por esta abordagem.

A presenga de residuos de acido sialico na configura¢ao a2-3 em N-glicanos de
venenos do género Bothrops foi avaliada utilizando a lectina MAL | em ensaios de pull
down (Figuras 14-17), e uma mistura das lectinas MAL | e MAL Il (MAA) nos ensaios de
blot (Figura 26). Apesar de ambas as formas de MAL serem isoladas da arvore leguminosa
M. amurensis, as isolectinas apresentam perfis de interacdo e afinidade distintos. Quanto a
especificidade celular, se distinguem por induzir atividade leucoaglutinante (MAL 1) ou
hemaglutininante (MAL Il ou MAH) e em relagéo ao perfil de interacdo com os glicanos,
ambas reconhecem 4cido sialico na posi¢ao 02,3 ligado a galactose, porém se diferenciando
a partir do carboidrato e ligagdo subjacente 7. Assim, MAL | é conhecida por detectar N-
glicanos ou core 2 de O-glicanos que contém o trissacarideo NeuAo2-3Galp1-4GIcNAc
(ou NeuAa2-3-LacNAc) P19 enquanto que MAL 11 ¢ utilizada para detectar O-glicanos
que contém o trissacarideo NeuAo2-3Galpl1-3GalNAc 0% Ainda, com relagio a
especificidade de ambas, foi descrito que MAL I/ll reconhecem glicanos que ndo séo

sialilados, mas sulfatados na sequéncia SO4-3-GalB1-4GIcNAc 7,

A MAL |, ao contrério da SNA, mostrou similaridade entre os resultados obtidos
nos ensaios de pull down e o blot de lectina (Figuras 14-17 e Figura 26). Por ser uma lectina
que basicamente se liga a N-glicanos contendo NeuAco2-3GalB1-4GIcNAc, ou em outras
palavras, um acido sialico ligado a lactosamina, reconheceu principalmente proteinas dos
venenos onde foi reportada a estrutura acima descrita (B. jararaca, B. insularis e B. cotiara)
181 Além disso, MAL I também reconhece a estrutura dissialilada NeuAco2-8NeuAco?2-
3GalB1-4Glc 7 indicando que esta lectina tolera a substituicdo em C8 de NeuAco2-
3GalP, diferentemente de SNA que perde seu reconhecimento com uma simples

substituicdo neste carbono por um grupo metila 1°.

Esses resultados confirmaram os achados obtidos por Andrade-Silva e
colaboradores **! que demonstraram a presenca de lactosamina dissialilada tanto em 23
estruturas de N-glicanos em venenos do Complexo Jararaca (B. jararaca e B. insularis),
guanto em 13 N-glicanos no veneno de B. cotiara, estruturas essas que ndo alteram o
reconhecimento pela MAL |, mas que poderiam dificultar a ligagdo por SNA. Em
contrapartida, a presenca de NeuS5Gc descrita nestes venenos, nao teria nenhum efeito

negativo para o reconhecimento de ambas as lectinas 1%’
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Por outro lado, apesar de ter sido mostrada nos venenos de B. moojeni, B. neuwiedi,
B. jararacussu e B. erythromelas a presenca de residuos de &cido sialico terminais em N-
glicanos 131, estes estavam ligados a GalNAc e ndo a uma galactose. Essa simples troca de
monossarideo parece ter sido o suficiente para que a MAL | diminuisse a taxa de
enriquecimento das proteinas desses venenos, no presente estudo (Figuras 14-17 e Figura
26).

Finalmente, apesar de o kit DIG Glycan permitir a deteccdo de apenas
glicoproteinas altamente abundantes, a abordagem de blot de lectina mostrou a baixa
presenca de glicoproteinas com acido sialico na ligagdo a2-6 nos venenos de Bothrops aqui
analisados, indicando que a posi¢do a2-3 pode ter sido favorecida na evolucdo, para a
ligacdo entre NeuAc e Gal(NACc). Este conceito esta em consonancia com estudos que
mostraram que in vivo, neoglicoproteinas contendo acido sialico na configuragdo a2-6
mostraram meia-vida sérica reduzida em camundongos em relagdo ao isdmero o2-3-
sialilado 819 Dessa forma, toxinas contendo 4cido sialico na ligacdo a2-3 seriam mais

estaveis na circulacao facilitando sua atuacéo na presa.

5.2 Subproteomas de proteinas de venenos de Bothrops com afinidade por lectina que
reconhece bisecting GIcNAc (PHA-E)

O estudo de Andrade-Silva e colaboradores **! também revelou um perfil distinto
de N-glicanos do veneno de B. cotiara, que em comparacdo com 0S outros venenos
analisados foi o Unico a apresentar em 13 das 22 estruturas identificadas, residuos de
GIcNAc conectados a uma -manose central do nicleo de N-glicano, por uma ligagdo 1.4.
A transferéncia de GIcNAc a uma B-manose ocorre durante a etapa de montagem e
remodelacdo dos N-glicanos no complexo de Golgi e é catalisada pela N-
acetilglicosaminiltransferase-111 (GnT-1II/MGAT-I1I). Como sua presenca resulta na
supressdo de processamento adicional e alongamento dos N-glicanos catalisados por outras
glicosiltransferases, a GICNAc adicionada nesta posicdo permanece como uma estrutura
bissetora, ndo sendo considerada uma antena 2%l Assim, N-glicanos hibridos e
complexos que contém a estrutura GICNAC bissetora formam um subtipo de glicanos

denominado bisecting GIcCNAc 202293,

Diferentes estratégias tém sido utilizadas para avaliar e identificar a presenga de N-

glicanos contendo a estrutura de GICNAc bissecante em glicoproteinas, com o objetivo de
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revelar seus papéis biologicos. Além de analisar a expressao da enzima que transfere o
residuo GICNAc para a manose (GnT-111) 2% em sistemas bioldgicos, a abordagem mais
utilizada para detectar bisecting GICNAc tem sido o uso da lectina PHA-E em experimentos
de blot ou cromatografia de afinidade. Dessa forma, para avaliar o conteido N-glicanos
contendo bisecting GIcCNAc em venenos do género Bothrops, a lectina eritroaglutinina
(PHA-E) de Phaseolus vulgaris foi utilizada neste estudo com base em sua especificidade
em detectar glicanos contendo Gal terminal e bisecting GICNAC presente nas

glicoproteinas.

Os perfis eletroforéticos (Figura 11) e a quantificacdo de proteinas (Tabela 3) das
fracdes dos proteomas reconhecidas pela PHA-E nos venenos de Bothrops aqui analisados
mostraram variabilidade, no entanto, em concordancia com o estudo de Andrade-Silva e
colaboradores !, o veneno de B. cotiara foi 0 que resultou na maior quantidade de
proteinas retidas na resina. Este veneno, da mesma forma que o de B. fonsecai, mostrou o
reconhecimento de diversas bandas de proteinas no ensaio de blot com esta lectina na forma
biotinilada (Figura 27). O veneno de B. fonsecai ndo fez parte do estudo anterior, porém a
B. cotiara ¢ morfologicamente e filogeneticamente muito proxima a B. fonsecai 2°,e dessa
forma, pelo menos com relagdo a presenga de N-glicanos contendo bisecting GICNAc,

parece que esses dois venenos apresentam similaridade.

Em relacdo aos perfis eletroforéticos de proteinas presentes nas fracdes que
interagiram com a PHA-E (Figura 11), bandas de diferentes intensidades e que variaram
entre 10 kDa e 150 kDa foram observadas, refletindo a presenca da estrutura bisecting
GIcNAc em uma ampla variedade de componentes nos venenos de Bothrops. Ainda, a
comparacdo dos perfis eletroforéticos das proteinas enriquecidas pela PHA-E em relacdo a
SNA (Figura 7) e a MAL | (Figuras 14-17) indicou claramente que o perfil de proteinas
retinas na resina PHA-E-agarose foi muito mais complexo, sugerindo que o repertério de
glicoproteinas dos venenos de Bothrops seja mais rico em glicanos contendo a estrutura

bisecting GlcNAc do que o acido sialico nas configuragdes 02-6 ¢ 02-3.

Com relagdo a quantidade de grupos de proteinas identificados, PHA-E mostrou
valores altos e semelhantes entre os venenos avaliados (Figura 13) e proteinas glicosiladas
como as SVMPs e SVSPs foram as toxinas enziméticas identificadas em maior numero.
Comparativamente a SNA e a MAL, PHA-E também enriqueceu em maior quantidade
componentes menos abundantes dos venenos, classificados neste estudo como “Outros”

(Figura 13, Tabela 4). Além disso, as classes de toxinas identificadas distribuiram-se
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homogeneamente entre os venenos (Figura 20B), sugerindo que a estrutura bisecting
GIcNAC esté presente nas principais glicoproteinas, diferentemente do que foi visto com a
SNA ea MAL.

A PHA-E é uma lectina de leguminosa tetramérica, que pertence a uma familia de
cinco isolectinas isoladas da espécie Phaseolus vulgaris, formadas pela combinacéo de
duas subunidades (E e L) 2%. PHA-E possui quatro subunidades E (E4), sendo classificada
dentro do grupo de lectinas do “tipo complexo”, uma vez que mostra uma preferéncia por
N-glicanos do tipo complexo, e ndo por monossacarideos. Inicialmente, observou-se que
essa lectina se ligava especificamente a N-glicanos di-galactosilados e bissectados 2%°. Mais
tarde, Cummings e Kornfeld 2% confirmaram que o residuo de N-acetilglicosamina
(GIcNAC) bissecado é essencial para a ligagdo. Yamashita e colaboradores 43,
determinaram que apenas a presenca da galactose em uma das ramificagdes (al-6) do N-

glicano era necessario para ser reconhecida pela lectina.

Posteriormente, Nagae e colaboradores 2% mostraram através da estrutura
cristalogréafica da PHA-E que a unidade de trissacarideo (Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2) Man)
presente no core do N-glicano é claramente critica para se ligar a lectina, podendo estar
localizada tanto na ramificag¢do al-3 ou al-6 do glicano biantenado. Porém foi atribuido
ao residuo bisecting GIcNAc, (que ndo interage diretamente com a lectina) o efeito de
restringir as conformac@es do glicano, reduzindo o niumero de conformagdes do ligante e
aumentando as chances de ser reconhecido pela PHA-E. Dessa forma, este reconhecimento
do trissacarideo em ambos os bracos de N-glicanos do tipo complexo poderia explicar a
razdo pela qual muitas toxinas foram enriquecidas por esta lectina em todos 0s venenos, e
preferencialmente nos venenos de B. cotiara e B. fonsecai, onde a presenca da estrutura
bisecting GIcCNAc possibilitou 0 aumento da afinidade dessas glicoproteinas pela lectina
PHA-E.

Em relacdo as proteinas enriquecidas pela lectina PHA-E, apenas sete foram
encontradas comumente em todos os venenos, todas de carater enzimatico (Figura 13).
Assim, a presenca de SVMPs e SVSPs entre as sete proteinas comuns a todos 0s venenos
analisados € condizente com estudos que mostraram a presenca de bisecting GICNAc em
glicanos de metaloproteases *1%°. Porém, um fato notavel foi que PHA-E possibilitou
enriquecer uma grande quantidade de proteinas que sdo pouco abundantes e que também
sdo conhecidas por serem putativamente glicosiladas. Entre elas, foi detectada a enzima

glutaminil-ciclase (GCT), uma proteina ndo considerada como toxina, mas que
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desempenha papel importante no processo de maturacdo de algumas toxinas ao catalisar a
ciclizagdo de glutamina N-terminal, gerando um residuo de acido piroglutamico 2%, Essa
reacdo é considerada uma modificacdo pds-traducional importante, como por exemplo em
peptideos potenciadores de bradicinina e em algumas SVMPs 20212 A presenca de GCT

213

também foi relatada por Melani e colaboradores “*°, no proteoma do veneno Crotalus

durissus terrificus, e também em venenos do género Bothrops #1214,

Quanto a funcdo da estrutura bisecting GICNAc em glicoproteinas, sua importancia
tem sido demonstrada em diferentes contextos bioldgicos, como por exemplo, na alteracéo
da funcdo de proteinas envolvidas em adesdo, migracdo, crescimento e diferenciacéo
celular 21218 assim como na estabilizacdo de proteinas sob condicBes de estresse
oxidativo, como foi mostrado com BACEL, enzima que cliva a forma precursora da
proteina B-amiloide 1 27, e na regulacdo da atividade da enzima adenilil ciclase 111 28, No
ualtimo caso, 0 aumento da atividade enzimatica ocorreria porque a enzima se tornaria
menos responsiva a sinais de inibigdo, devido a diminuicdo da estrutura de N-glicanos, ja
que a adicdo de bisecting GIcNAc pela GnT-llIl inibe a acdo subsequente de
glicosiltransferases '8, Assim, esses e outros estudos revelaram que uma simples
modificacdo da estrutura de N-glicanos, com a adicdo de GIcNAc, pode resultar em
diferentes respostas bioldgicas.

Ainda, em nivel molecular, a adicao do residuo GIcNAc, bissecando a estrutura do
glicano, confere propriedades Unicas ao reconhecimento de N-glicanos por lectinas, como
descrito por Nagae e colaboradores 2'° que identificaram a importancia do residuo GIcNAc
em diminuir o ndmero de conformacdes possiveis do glicano, favorecendo assim a
interacdo da estrutura com a lectina PHA-E pela diminuicio da perda entropica 2%, Porém,
foi mostrado que no caso do receptor DCIR2, uma lectina do tipo C expressa em células
dendriticas classicas, a presenca do residuo GICNAc na posicdo bissecada viabiliza o
aumento da especificidade de interacdo do ligante pelo contato direto desse residuo com a
lectina. Nesse contexto, Nagae e colaboradores 1 descreveram que a interacéo direta entre

o0 residuo GIcNACc e a lectina, ocorre pela formacao de pontes de hidrogénio.

Por fim, também foi relatado que glicanos contendo a estrutura bisecting GIcCNAc
apresentam funcbes em vias de supressdo imunoldgica. Por exemplo, as células K562 séo
facilmente reconhecidas e mortas por celulas do tipo natural killer (NK); no entanto, ap0s
serem transfectadas com o gene que codifica a enzima GICNAc-T Ill, as células K562,

apresentando mais estruturas bisecting GIcNAc, mostraram maior resisténcia as células
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NK 22°, O possivel mecanismo subjacente a esta supressdo poderia residir na ativagio de

vias de transducdo de sinal particulares que modulam as fun¢des das células imunolégicas
203

Assim, diversos estudos tém mostrado a importancia da estrutura bisecting GICNAc
em sistemas neuroldgicos, tolerdncia imunoldgica, na imunoglobulina G (IgG), e em
metéstase tumoral e desenvolvimento. Em glicoproteinas de venenos de serpentes, a
estrutura bisecting GICNAc também estaria associada a um efeito inibitorio sobre as
glicosiltransferases na via de sintese proteica, resultando na diminuicdo do contetdo de
estruturas ramificadas de N-glicanos. Uma hipdtese é que esta estrutura em componentes
glicosilados de venenos estaria envolvida na modulacdo da resposta das células do sistema
imunoldgico da presa, como foi observado com células K562, que apds aumentar a
quantidade de estruturas bisecting GICNAc tornaram-se resistentes a células NK. De toda
forma, a presenca da estrutura bisecting GICNAc em diversas classes de toxinas de
Bothrops indica sua potencial importancia na interacdo entre toxina e alvo, seja este um

receptor ou substrato de enzima.

5.3. Comparacao dos subproteomas de proteinas de venenos de Bothrops enriquecidas
pelas lectinas SNA, MAL e PHA-E

Os resultados deste estudo, mostrando que as trés lectinas utilizadas para o
enriquecimento de proteinas contendo residuos de acido sidlico ou a estrutura bisecting
GIcNAc também reconheceram proteinas putativamente ndo glicosiladas (CTL e PLA2)
estd em concordancia com achados anteriores de nosso grupo, que mostraram o
enriquecimento CTLs e PLA2s pelas lectinas ConA, WGA e PNA #. Esse fato pode ser
explicado admitindo-se que pode ter ocorrido a interacdo inespecifica desses componentes
de veneno com as lectinas em regides diferentes daquelas envolvidas no reconhecimento
de carboidratos. E o carater de inespecificidade do reconhecimento desses componentes de
veneno pode ser verificado pelo fato de que as trés lectinas enriqueceram conteldos
diferentes de CTLs e PLAZ2s entre os venenos analisados (Figuras 8, 12 e 18). De todo
modo, esse resultado corrobora diversos estudos que mostraram a variabilidade

interespecifica de componentes de venenos de serpentes.

N&o obstante, o uso de lectinas com diferentes especificidades possibilitou o
enriquecimento de um total de 507 proteinas unicas de venenos do género Bothrops,
incluindo 205 enriquecidas pela SNA, 308 pela MAL | e 326 por PHA-E, e (Figura 21;
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Tabela Suplementar 15). Essas diferentes quantidades de proteinas enriquecidas refletem a
abundéncia das proteinas acessadas por cada lectina, e apesar de a SNA ter sido usada
apenas em experimentos com sete venenos, comparativamente, MAL | resultou em mais
identificacOes, considerando que seu enriquecimento ocorreu majoritariamente em poucos
venenos (quatro de nove venenos). Isso ndo ocorreu com a PHA-E que enriqueceu de forma
homogénea as proteinas entre todos 0s venenos e teve contribuicdo de todas as espécies
analisadas para a soma das proteinas acessadas. Uma explicagdo para o grande numero de
proteinas identificadas nas fracbes enriquecidas pela MAL | pode ser a etapa de
descomplexacdo da amostra, que ocorreu antes da etapa de digestdo das proteinas com
tripsina. Essa etapa, provavelmente possibilitou aumentar o numero de peptideos
tripsinicos identificados apds a diminuicdo da complexidade das proteinas digeridas, ja que
o fracionamento da amostra ocorreu no momento da eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida (Figura 21).

Estas diferentes proporcdes de grupos de proteinas identificados entre os venenos
(Figura 20), assim como a quantidade variavel de proteinas Unicas enriquecidas (Figura
21), resultam da combinacdo entre as caracteristicas de cada lectina em enriquecer
diferentes estruturas de glicanos, e da diversidade estrutural dos N-glicanos que cada
espécie de serpente utiliza na composicao das glicoproteinas presentes em seus venenos.
Com relacdo as proteinas reconhecidas pelas trés lectinas (Figura 21), muitas
provavelmente compartilham de N-glicanos que contém Neu5Aca2-6, Neu5Aca2-3 e a
estrutura bisecting GIcNAc. Uma vez que Andrade e colaboradores 3! mostraram que
acido sialico na posi¢do a2-6 € provavelmente menos comum em venenos de Bothrops e
considerando que no caso da lectina PHA-E, a presenca de &cido sialico ligado nesta
posicao exerce um efeito inibitorio 143 sobre a interagdo de oligossacarideos, em contraste
com a presenca de acido sidlico ligado em a2-3 22, é possivel inferir que o nimero de
proteinas compartilhadas entre PHA-E e SNA (48), quando comparado com o observado
entre MAL | e PHAE (65) seja menor devido a limita¢bes do reconhecimento da PHA-E.
Além disso, é importante ressaltar que a presenca de dimeros terminais de &cido siélico
(ligados na posigdo 02-8), relatados em quase todas as estruturas de N-glicanos de venenos
de Bothrops **! limita o reconhecimento de glicoproteinas pela lectina SNA !, Este fato,
aliado as configuracdes estruturais que a lectina SNA requer para se ligar ao N-glicano,

pode explicar a pouca sobreposicdo de proteinas comuns enriquecidas por SNA e MAL |
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(15) que contenham em suas estruturas de glicanos com acido sialico nas duas

configuragdes (02-6 e 02-3).

Embora o método geralmente usado em muitos estudos para fracionar misturas
complexas de glicoproteinas seja 0 reconhecimento por lectinas, ha desvantagens nessa
abordagem. A primeira desvantagem é a baixa especificidade e sensibilidade, que é
bastante comum na maioria dos métodos de reconhecimento entre lectina e glicano. A
segunda desvantagem é que o reconhecimento de glicoproteinas por uma lectina ndo tem
correlacdo direta com a quantidade relativa da estrutura do glicano reconhecida por ela,
presente na amostra. E ainda, este método n&o é capaz de revelar o sitio de glicosilagdo ou
a estrutura do glicano. Entretanto, a aplicagéo de diferentes lectinas para o reconhecimento
de glicoproteinas de venenos de serpentes € vantajosa no sentido de que os resultados
revelam a variabilidade de componentes glicosilados e a sua contribuicdo na geracdo da

complexidade dos venenos.

Os conjuntos de proteinas enriquecidos pelas trés lectinas (subproteomas) também
foram analisados em agrupamento hierarquicos de acordo com os venenos, permitindo
avaliar as relacGes entre as espécies de Bothrops avaliadas neste estudo. O subproteoma
enriquecido pela SNA, diferentemente das outras lectinas, gerou um agrupamento
hierarquico de sete espécies que nao espelhou a classificacdo filogenética das mesmas
(Figura 22), com excecdo de B. moojeni e B. atrox que se agruparam proximos e gque Sao
espécies relacionadas filogeneticamente 2, apresentando dieta muito similar, fato que

levou ° a classifica-las no grupo atrox.

Por outro lado, o subproteoma enriquecido pela MAL I, apesar de agrupar as
espécies em apenas dois clados (Figura 24), classificou quatro dos nove venenos (B.
jararaca, B. insularis, B. fonsecai e B. cotiara) agrupando-os de forma semelhante ao
observado nas classificacdes taxondmicas 2°. Esse resultado, de agrupamento hierarquico
pelas proteinas enriquecidas pela MAL |, mostra a limitacdo da lectina em acessar todos 0s
proteomas de forma similar, j& que esse enriquecimento ndo depende apenas de sua

especificidade, mas da distribuicdo dos N-glicanos entre as espécies.

A lectina PHA-E, por sua vez, devido a diversidade e quantidade de proteinas
enriquecidas entre todos 0s venenos, possibilitou agrupar especies relacionadas, gerando
quatro clados distintos: um que retne B. jararaca e B. insularis, em acordo com a

classificacdo filogenética do Complexo Jarararaca; outro que agrupa B. fonsecai e B.
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cotiara, espécies que sdo correlacionadas filogeneticamente; outro que agrupa B. moojeni
e B. erythromelas, espécies ndo proximas filogeneticamente; e por ultimo o grupo B.
jararacussu, B. atrox e B. neuwiedi, espécies também distantes filogeticamente 2° (Figura
23).

Ainda, com relacdo aos subproteomas enriquecidos por essas lectinas, ficou
evidente que suas diferentes especificidades ampliou a identificacdo de proteinas pouco
abundantes nos venenos, além de revelar sutis diferencas entres as composicdes dos
venenos. Levando em consideracdo estes aspectos, todas as proteinas enriquecidas pelas
trés lectinas foram reunidas para compor a clusterizacdo hierarquica dos venenos
analisados, resultando no agrupamento das espécies em trés grupos distintos (Figura 25),
que parcialmente se assemelha a classificacao filogenética das serpentes, baseada em dados
de morfologia, marcadores genéticos e habitos de alimentacdo. Considerando a diversidade
de agrupamentos obtidos a partir dos subproteomas revelados por nossas anéalises, é
provavel que essa variabilidade reflita os caminhos distintos seguidos por cada espécie
durante o processo evolutivo. No caso dos venenos do Complexo Jararaca (B. jararaca e
B. insularis), apesar de apresentarem padrdes de glicosilacdo semelhantes revelados pelo
presente estudo, pela caracterizagdo de N-glicanos **! e de subproteomas de proteinas com
afinidade pelas lectinas ConA, WGA e PNA #, sdo consideradas espécies divergentes em
relacdo a seus habitos alimentares, sendo B. jararaca uma espécie generalista e B. insularis
especialista em se alimentar de aves *°. Considerando esses fatos, & possivel sugerir que no
caso dessas duas espécies, a estreita relacdo evolutiva se sobrepbs as diferencas
relacionadas a dieta, moldando a manutencédo do repertério de carboidratos presentes nas

toxinas destes venenos.

Em contrapartida, nas espécies B. cotiara e B. fonsecai essa relacdo aparenta ser
diferente, visto que além de serem intimamente relacionadas quanto ao seu habitat natural
e classificacdo filogenética, também sdo consideradas, no que diz respeito aos habitos

alimentares, especialistas stricto sensu, alimentando-se apenas de mamiferos °.

De fato, habitos alimentares tém sido associados a variabilidade em venenos de
serpentes e, neste contexto, a microheterogeneidade encontrada entre as toxinas, pode ser
considerada como uma assinatura funcional da variabilidade dos venenos que permita as

espécies lidarem com diferentes tipos de presas.
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5.4. Efeito da remocao enzimatica de &cido sialico na atividade proteolitica de venenos
do género Bothrops

Distdrbios hemostaticos estdo entre os efeitos mais draméticos do envenenamento
por serpentes viperideas. Os mecanismos que regulam a coagulacdo, fibrindlise, funcéo
plaquetaria e integridade vascular em mamiferos sdo os principais alvos das toxinas e em
especial, nos venenos do género Bothrops, além de componentes que atuam na fibrindlise
direta, predominam os pré-coagulantes, muitos deles atuando na parte final na cascata de
coagulacao, ativando o fator X, a protrombina ou convertendo diretamente o fibrinogénio
em fibrina.

Considerando que metaloproteases e serinoproteases sdo componentes importantes
no quadro de envenenamento botrdpico, e que estas proteinas contém diversos sitios de
glicosilacdo, avaliamos o papel de residuos de acido sialico em suas atividades enzimaticas.
Para tanto, ap6s a remocdo de acido sialico pela incubagcdo com a enzima neuraminidase,
o efeito da dessialilacdo das glicoproteinas dos venenos foi avaliado por ensaios de
atividade enzimatica sobre a gelatina (Figuras 30 e 31), o fibrinogénio (Figuras 33 e 34), 0
substrato Bz-Arg-pNA (Figura 32) e o plasma humano, avaliando tanto a atividade pro-
coagulante dos venenos (Figura 35), quanto a degradacdo das proteinas do plasma apés
incubacdo com o veneno de B. jararaca dessialilado (Figura 37).

Com excecdo da atividade amidolitica sobre Bz-Arg-pNA, gue mostrou pouca
alteracdo apos a remocdo de residuos de acido sialico, em todas as outras atividades
enzimaticas avaliadas, nas quais foram utilizados substratos proteicos, a dessialilacdo
provocou uma reducdo (Tabela 11), ainda que em proporcGes diferentes, de todos os
venenos, indicando que as porcdes de carboidratos que contém &cido sialico de SVSPs e
SVMPs de Bothrops desempenham um papel na atividade proteolitica das mesmas, e

possivelmente no quadro de envenenamento botropico.
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Tabela 11. Resumo do efeito da remocdo de &cido sialico sobre as atividades amidolitica
e proteolitica de venenos de Bothrops.

Veneno Atividade Atividade Atividade Atividade

amidolitica gelatinolitica fibrinogenolitica coagulante
B. atrox n.s. 1 66% 1 54% 1 10%
B. cotiara n.s. 1 69% 1 20% 1 35%
B. erythromelas n.s. 1 29% n.s. 1 19%
B. fonsecai 1 30% 1 69% n.s. 1 48%
B. insularis n.s. 1 16% n.s. 1 54%
B. jararaca n.s. 1 54% 1 18% 1 42%
B. jararacussu n.s. 1 47% 1 69% 1 47%
B. moojeni n.s. 1 76% 1 61% 1 33%
B. neuwiedi n.s. 121% n.s. 1 37%

n.s. ndo alterada significativamente.

Em especial, com relacdo as atividades gelatinolitica e coagulante, todos 0s venenos
tiveram suas atividades reduzidas significativamente apds a dessialilacdo, evidenciando a
importancia desse monossacarideo, no que diz respeito a atividade das proteases sobre
substratos proteicos isolados ou sobre misturas de proteinas complexas, como no caso do
plasma humano.

Quanto as diferentes quedas das atividades proteoliticas mensuradas (Tabela 11) é
importante considerar que 0s contetdos enzimaticos sdo diferentes nos venenos, assim
como a quantidade de glicoproteinas que contém acido sialico em suas estruturas de N-
glicanos. Dessa forma, alguns desses fatores podem influenciar o resultado final da
remocdo dos &cidos sialicos sobre a acdo das proteases, quando suas atividades sdo
avaliadas em amostras complexas, como 0s venenos.

De fato, considerando a variabilidade dos proteomas das espécies do género
Bothrops, assim como as diferentes poténcias hidroliticas de suas enzimas proteoliticas,
uma das razdes que explicam a diferenca observada entre as atividades proteoliticas pode
residir nos diferentes contetidos de proteases presentes nos venenos, fato que é ampliado
pelas modificagfes pos-traducionais nessas proteinas, resultando em diferentes conteudos
de glicoformas afetadas pela dessialilacdo. Ainda, o efeito da remocao de &cido sialico em
proteinas isoladas pode levar a diferentes resultados no caso das proteases, a depender de
como esses monossacarideos contribuem para a manutengdo de suas estruturas
tridimensionais, para a protecdo contra a degradacao por outras proteases, para a atividade

catalitica, ou se sdo essenciais para a interagdo com determinados substratos.
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Ainda, quanto a presenca de componentes que atuam sobre a cascata de coagulacao
sanguinea, é importante destacar que entre os venenos existem diferencas em relagdo as
atividades de conversado de fibrinogénio em fibrina, e de ativagdo da protombina e do fator
X, resultante de diferentes contetidos de enzimas proteoliticas 222225

O papel das porcGes de carboidratos nas atividades das proteases é muito diverso,
uma vez que a glicosilagdo pode ter efeitos estimulante e inibidor sobre a atividade
enzimatica e muitos dados contraditérios foram apresentados para ligar o papel das por¢des
de carboidratos na atividade/estabilidade de proteases. Somado a isso, poucas informagdes
estdo disponiveis a respeito do papel da glicosilacdo e suas implica¢bes funcionais para
proteases secretadas 22°, especialmente quando se trata da presenca dos carboidratos
terminais, como os &cidos sialicos.

Na area de toxinologia, alguns trabalhos tém relatado efeitos determinantes dos
glicanos sobre algumas toxinas 4%:151:165.177.182.227 "a neste contexto poucos sio os estudos
que avaliam a funcdo de &cidos siélicos sobre a atividade proteolitica de venenos de
serpente. Além disso, vale destacar que a presenca deste monossacarideo tem sido
estudada, em sua maior parte, apenas com toxinas isoladas.

Na Tabela 12 sdo apresentados alguns exemplos de toxinas (SVMPs e SVSPs) nas
quais foi descrita a presenca de residuos de acido silico e 0s poucos estudos nos quais a
andlise da funcdo desse monossacarideo foi realizada.
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Tabela 12. Enzimas proteoliticas isoladas de venenos de serpente nas quais foi descrita a presenca de residuos de acido sialico, e a avaliacdo de
seu papel na atividade proteolitica.

Toxina Classe de toxina Veneno Acido sialico Referéncia
Descricdo  Avaliacéo
da funcéo
Ancrod SVSP_thrombin-like enzyme ~ Agkistrodon rhodostoma * 159,228
Acutobina SVSP_thrombin-like enzyme Deinagkistrodon acutus * 132,160
Batroxobina SVSP_thrombin-like enzyme Bothrops atrox/B. moojeni atrox * 158,228-230
Bilineobina SVSP_thrombin-like enzyme ~ Agkistrodin bilineatus * 231
BJ-48 SVSP_thrombin-like enzyme Bothrops jararacussu * 183
BjussuSP-I SVSP_thrombin-like enzyme Bothrops jararacussu * 185,232
BpSP-I SVSP_thrombin-like enzyme Bothrops pauloensis * 165
Crotalase SVSP_thrombin-like enzime Crotalus adamanteus * 233
Giroxina SVSP_thrombin-like enzyme Lachesis muta rhombeata * =
Kangshuanmei SVSP_thrombin-like enzyme ~ Agkistrodon halys brevicaudus * 151
stejneger

TLE_B. pictus SVSP_thrombin-like enzyme  Bothrops pictus * 186
TLBan SVSP_thrombin-like enzyme ~ Bothrops andianus * 235
Trocarina SVSP_prothrombin-activator ~ Tropidechis carinatus * 236
VAA-E SVSP- kallikrein-like Vipera aspis aspis * 231
VLFVA SVSP_factor V activator Vipera lebetina * 238,239
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ACLH SVMP Agkistrodon contortrix laticinctus 42
Bilitoxin-1 SVMP Agkistrodon bilineatus 240
Proteinase G SVMP Bothrops asper 241
RVV-X SVMP_factor X activator Daboia siamensis 133,154,242
VLFXA SVMP_factor X activator Vipera lebetina 243
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A maioria das SVSPs contém varios sitios de glicosilacédo e, portanto, a taxa de
glicosilagdo difere muito entre essas enzimas 46182184244 "Responsaveis por causar um
desequilibrio do sistema hemostatico no envenenamento botropico humano, ao realizar a
hidrolise especifica de varios substratos chave da cascata de coagulacao, as serinoproteases
atuam principalmente sobre os sistemas fibrino(geno)litico e calicreina-cinina, e sobre as

plaquetas, conforme ilustrado na Figura 41.
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Figura 41. Esquema das vias fisiologicas de coagulagdo sanguinea/fibrindlise e de agregagdo plaquetaria nas
quais ocorrem a acdo das SVSPs. Figura extraida de Serrano, 2013 “®.

Uma vez que o fibrinogénio esta envolvido nas fases finais da coagulacdo como um
precursor da fibrina, a avaliacdo de sua degradacdo por SVSPs tem sido o foco de muitos
estudos que avaliam tanto a presenca de N-glicanos 182:183.231232245 " como de residuos de
acido sialico (Tabela 12), os quais tém reportado papeis diversos para a porcdo de
carboidratos nas atividades das enzimas.

As serinoproteases do tipo trombina, conhecidas como enzimas que convertem
diretamente o fibrinogénio em fibrina em decorréncia da clivagem das cadeias alfa e/ou
beta do fibrinogénio e liberacdo dos fibrinopeptideos A e/ou B, sédo ativadores da cascata

de coagulagdo presentes na maioria dos venenos de serpentes da familia Viperidae 23,
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Geralmente, essas enzimas exibem atividade fibrinogenolitica especifica, ndo ativando o
fator X111, o plasminogénio ou as plaquetas *>2%®. Por gerarem polimeros de fibrina, e nio
serem inibidas pelo complexo heparina/antitrombina Ill, sdo Gteis para reduzir a
concentracdo de fibrinogénio e a viscosidade do sangue em pacientes; mostrando um
importante potencial terapéutico 228,

Dessa forma, efeitos diversos foram relatados para as SVSPs tipo trombina ap6s a

remocdo de &cido sialico, como (i) a ndo alteracdo das atividades fibrinogenolitica e

160 233

amidolitica das enzimas, no caso da acutobina e crotalase “°°, sobre os substratos
sintéticos Tosyl-Gly-Pro-Arg- pNA e H-D-Phe-Pip-Arg-pNA, respectivamente; (ii) a
manutencéo da degradacgéo das cadeias alfa e beta do fibrinogénio, mas a perda da atividade
hidrolitica sobre TAME (Na-p-tosyl-I-arginine methyl ester), no caso da bilineobilina %%);
(iii) ou apenas a diminuicdo da capacidade proteolitica da enzima, como ocorreu com a
batroxobina ?¥°. Ainda, no caso da enzima tipo trombina de B. pauloensis (BpSP-1) 1%, a
cinética da atividade pré-coagulante manteve-se inalterada apos a remocéo de acido siélico,
da mesma forma que a VAA-E, uma SVSP do tipo calicreina, cuja atividade proteolitica
nio foi afetada pela dessialilago 2.

De forma geral, embora os resultados dos estudos com as serinoproteases tenham
sido variados, a remocao de &cido silico provocou a diminui¢do ou ndo alterou a atividade
de catélise dessas enzimas ou seja, nao favoreceu a atividade catalitica, como foi descrito
para algumas proteases submetidas a N-desglicosilacdo como a Bothrops protease A % e
a propria bilineobina 2! Nestas proteases, as variagdes de resultados poderiam ser
explicadas principalmente levando em consideracdo a posi¢do dos N-glicanos em suas
estruturas tridimensionais, ja que préximos aos sitios cataliticos, os carboidratos poderiam
ter efeito protetor e pré-catalitico, como proposto para as proteases | e Il (AaV-SP-1 e AaV-
SP-11) de Agkistrodon acutus 2*, que se diferenciaram quanto & presenca de Asn ou Asp
na posi¢do 35, ou podem resultar em um impedimento estérico, dificultando o acesso de
substratos ao sitio ativo, como sugerido para AhV_TL_1 ?*’, onde um dissacarideo foi
mapeado na estrutura proxima ao centro catalitico, deformando a al¢a 99.

Com relacdo a batroxobina, além da diminuicdo, em diferentes proporcdes, das
atividades dessa protease ap0s a dessialilagdo 2%°, também foi relatada a agéo protetora dos
residuos de acido sialico contra inibidores. Efeito similar também foi observado com as
enzimas tipo trombina BJ-48 18 e russelobina 2** com os inibidores, respectivamente,
SBTI, e alfa-2-macroglobulina e antithrombin-I1l, porém apds a remo¢do de seus N-

glicanos.
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Assim, foi identificado que no caso da batroxobina os acidos silicos contribuem
para a atividade catalitica %*°, e também desempenham um papel na protecdo dessa enzima
contra a neutralizacdo por inibidores fisiologicamente relevantes, como alfa-2-
macroglobulina 2%, Este ¢ um bom exemplo de como as funcdes exercidas pelos &cidos
sialicos em uma mesma proteina, ndo sao mutuamente exclusivas, podendo estes exercer
diferentes papéis.

Nesse sentido, um bom exemplo de variabilidade sdo os diferentes niveis de
sialilagdo em algumas toxinas e como esta confere microheteregeneidade entre os venenos,
ou mesmo dentro de um mesmo veneno. Diferentes glicoformas tém sido descritas e
observadas a partir de focalizacdo isoelétrica ou andlise por eletroforese bidimensional de
venenos 119184233 o dessa forma a microheterogeidade de formas de toxinas individuais
deve ser considerada quando se avalia o papel dos glicanos em suas atividades enzimaticas.

Assim, em relacdo a microheterogeneidade, a contribuicdo da presenca de acidos
sialicos foi relatda para as enzimas tipo trombina ancrod 2*8, crotalase 23 e batroxobina 2,
E apesar de o tratamento da crotalase com neuraminidase ter gerado mudanca no perfil de
focalizacdo isoelétrica da enzima, ndo ocorreu a alteracdo da atividade amidolitica e de
coagulacéo do fibrinogénio 3. Os autores deste trabalho sugeriram que o &cido sialico néo
desempenha, nessa proteina, um papel funcional na atividade enzimética, mas pode estar
envolvido na estabilidade durante o armazenamento na glandula de veneno ou durante a
circulagdo no sangue da presa 2%,

O mesmo também foi observado por Komori e Nikai ', que associaram & presenca
de acido siélico grande contribuicdo na manutencdo da estabilidade da enzima tipo
calicreina do veneno de Vipera aspis aspis (VAA-E), sugerindo que as cadeias de
carboidratos poderiam servir para proteger a enzima de inibidores naturais no plasma. Ja a
atividade enzimatica da protease, manteve-se inalterada apés tratamento com sialidase.

A presenca de &cido sidlico também tem sido citada como importante fonte de
microheterogeneidade em outras proteases isoladas, e estudos de remocdo deste
monossacarideo tém mostrado que essa varialibidade pode ser conferida ndo apenas pela
presenca de diferentes graus de sialilagdo dos N-glicanos (Fator B, uma protease da cascata
do Complemento 2*%), mas também pelas diferencas estruturais nas sequéncias de
oligossacarideos (plasminogénio, o precursor da plasmina 2.

Com relagédo as metaloproteases de venenos de serpentes, muitas desempenham
papéis importantes nos efeitos patoldgicos do envenenamento, incluindo dano tecidual

local, hemorragia e coagulopatia 3?2225, A hemorragia e a coagulopatia induzidas por
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metaloproteases de veneno de serpente sdo fendmenos de grande complexidade que
envolvem seu efeito sinérgico sobre proteinas plasmaticas, plaquetas e vasos capilares
223,252,253_

Nesse sentido, as metaloproteases RVV-X, de Daboia siamensis, e bilitoxin-1, de
Agkistrodon bilineatus, foram avaliadas quanto a suas atividades pro-coagulante e
hemorragica, apds a remogao de &cido siélico. A dessialilacdo de RVV-X ndo alterou sua
atividade catalitica sobre o substrato Fator X, da mesma forma que o processo de sialilagéo
enzimatica dos residuos de B-galactosil terminais dos glicanos também ndo provocou a
alteracdo desta atividade, o que levou os autores a sugerir que os carboidratos terminais
ndo eram criticos para o reconhecimento e ativacdo do fator X 22, Mais tarde, Chen e
colaboradores ** demonstraram que o tratamento com a neuraminidase n&o alterou a
capacidade pro-coagulante da enzima in vitro; porém, em experimentos in vivo, a geracao
de produtos de degradacao do fibrinogénio (PDFs) de RVV-X dessialilada foi mais lenta e
cerca de 30-40% menor do que a proteina nativa. Com esses resultados, os autores
sugeriram a contribuicdo dos epitopos SLex e SLea presentes em RVV-X para ligacdo
especifica as selectinas E e P de células endoteliais ativadas ou plaquetas, e que a remocao
de acido sialico de RVV-X possivelmente tenha diminuido ou retardado sua localizagdo no
sistema vascular, diminuindo sua capacidade de se ligar ao complexo protrombinase,
gerando assim menos PDF.

Quanto a remocdo do &cido sialico de bilitoxin-1, foi observada uma diminuicéao de
75% da atividade hemorragica da metaloprotease, enquanto que a atividade proteolitica
sobre a caseina nio foi afetada 2*°. De forma semelhante, os autores hipotetizaram que a
remocdo dos acidos sidlicos tenha provocado uma diminuicdo da interacdo com as
selectinas E ou P das células endoteliais, fator importante e essencial para posicionar a
toxina em estreita proximidade com as membranas basais ao redor dos capilares.

A presenca de &cido sialico também tem sido citada como critica na atividade de
alguns fatores de coagulacdo sanguinea, assim como na determinacdo da meia-vida
plasmatica de varias glicoproteinas que fazem parte deste sistema 2>*. E considerando que
a cascata de coagulacdo € um conjunto de reacBes sequenciais, no qual muitas proteases
também sdo substratos de outras, estudos que avaliam a glicosilagdo e seus efeitos tanto
para a ativacdo das proteases, como em relacdo as suas atividades enzimaticas sdo de
relevante importancia para avaliar o papel de acido sialico nestas proteases, afim de

compreender 0s seus multiplos papéis.
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Assim, a avaliacdo do Fator X, que possui N- e O-glicanos na porcéo peptidica
clivada proteoliticamente durante sua ativacdo para FXa, foi realizada por meio de
mutagénese de seus sitios de ligacdo de glicanos 2°° e remoc&o enzimatica de &cido sialico
2%, Remover os N-glicanos aumentou significativamente a ativacdo de FX por FVIla ou
FIXa, enquanto que sua dessialilacao resultou em uma reducdo significativa da ativacdo do
zimogénio pelos complexos intrinsecos (FIXa/FVIlla) e extrinsecos (TF/FVIla) de
ativagéo.

As metaloproteases de veneno, além de serem capazes de degradar proteinas da
cascata de coagulacdo sanguinea, também podem apresentar como alvo o fator de von
Willebrand (VWF) 4927, Com relagdo a metaloproteases endogenas, a ADAMTS 13, uma
metaloprotease que processa 0 VWF, estudos sobre o papel do acido sialico 8 na enzima
mostraram que presenca desse carboidrato favorecia a forma fechada/inativa da proteina
impedindo a ativacdo de VWF, enquanto que no VWF, o acido sialico exercia a funcéo de
protecdo contra acdo de outras serinoproteases e cisteino-proteases, a0 mesmo tempo que
aumentava a suscetibilidade a protedlise de ADAMTS 13 %°. Em contrapartida, foi
observado que a clivagem das proteinas plaquetarias GPlb e GPV, mediada por ADAM
17, requeria a acdo de dessialidases para estas glicoproteinas se tornarem substratos alvos
da enzima 2%,

Efeito semelhante em relacdo a proteases e seus substratos também foi obtido tanto
com a neprilisina (NEP) e a DPP-1V, quanto para GLP-1, um de seus substratos. Para DPP-
IV (CD26), uma serina exopeptidase que cliva dipeptideos Xaa-Pro no N-terminal de
oligopeptideos, presente em varias sialoformas 2 na membrana celular de muitos tecidos,
foi demonstrada ndo apenas a importancia da sialilacdo para o seu trafego até a membrana
apical nas células 2®*, mas também diferentes funcdes do acido sialico em casos patoléticos,
nos quais a remocdo de &cido sialico dessa enzima em amostras de pacientes com artrite
reumatoide, aumentou sua atividade 2. Da mesma forma, no caso da NEP, uma
metaloprotease de membrana, dependente de zinco, foram reportadas diferentes funcgdes
do &cido sidlico, a depender do tecido avaliado. Assim, em células hematopoiéticas de
linhagem B 25 a remog&o deste residuo ndo provocou uma perda da atividade da NEP, mas
em contrapartida, o nivel de hipossialilacdo desta enzima em musculo de portadores de
miopatia autossdmica recessiva hereditaria, mostrou-se associado a perda de funcdo e
estabilidade da enzima, exercendo um papel importante no mecanismo patogénico da

doenca 2%,
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Em contrapartida, estudos de sialilagdo, aplicando uma estratégia de
glicoengenharia para aumentar a estabilidade do peptideo glucacon-like (GLP-1), mostrou
aumentar sua estabilidade frente a proteases e principalmente sua resisténcia contra ambas
as metalopeptidases (NEP e DPP-1V), quando adicionado o grupo sialil LacNAc ao
peptideo. Dessa forma, pela analise cinética das reacfes de degradacdo, foi sugerido que o
componente de &cido sidlico desempenhou um papel fundamental na diminuicdo da
afinidade DPP-1V pelo peptideo 2. No caso das metaloproteases de matriz (MMPs) a
importancia do cido sialico tem sido reportada principalmente em O-glicanos, no qual seu
papel tem sido relacionado tanto na manutencdo das enzimas, protegendo da auto-
protedlise (MT1-MMP 2%6) ou mesmo exercendo papel fundamental da ligacdo de
inibidores (SSL5, uma toxina de estafilococos) a sua molécula alvo (MMP-9, uma
gelatinase B) 2°7,

Por fim, com relacdo a degradacéo das proteinas do plasma humano pelas proteases
do veneno da B. jararaca, a analise peptiddmica mostrou que a remocdo de &cido sialico
com a neuraminidase resultou na redugdo da atividade proteolitica e na geracdo de
diferentes peptideos (Figura 37). Ainda, em alguns casos, como na degradacdo de
fibrinogénio (Figura 38) e de protrombina (Figura 39), houve alteracdo dos peptideos
oriundos desses substratos apds incubagdo com amostras de veneno integro e pré-incubado
com neuraminidase, sugerindo que a dessialilacdo possivelmente provocou uma alteracéo
na especificidade das proteases do veneno que degradam essas proteinas plasmaticas.

Nesse contexto, Wang e colaboradores ¢°, ao avaliarem os N-glicanos presentes na
acutobina, e a atividade enzimética de suas formas recombinantes (HKATB e SWATB),
identificaram que a auséncia de estruturas dissialililadas e uma distribuigdo em diferentes
extensdes deste residuo nas estruturas dos N-glicanos, quando comparado com a acutobina
nativa, provocaram alteracdes tanto na sua especificidade, quanto na reatividade dessas
enzimas em relacdo ao fibrinogénio, o substrato da acutobina. Originalmente, a acutobina
cliva preferencialmente apenas cadeia Aa do fibrinogénio, com maior especificicidade para
fibrinogénio humano; porém no caso da forma recombinante HKATB, as trés cadeias do
fibrinogénio humano e de coelho foram clivadas, sendo que a clivagem do fibrinogénio
humano tornou-se menos especifica, com a auséncia de liberacéo do fibrinopeptideo A pela
enzima. Ainda com relacéo a forma recombinante SWATB, a alteracdo dos N-glicanos em
comparacdo com a forma nativa mostrou menor estabilidade e atividade mais baixa sobre

o fibrinogénio humano.
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Dessa forma, considerando esses exemplos, podemos sugerir que a dessialilacdo do
veneno de B. jararaca pode ter provocado tanto a perda de estabilidade das proteases,
quanto a alteracdo de suas interacbes com seus substratos e catalise.

Ainda que diferentes resultados tenham sido reportados sobre a funcdo do &cido
sialico na atividade proteolitica de venenos de serpentes, € possivel resumir alguns dos
papeis identificados em proteases, tais como: (i) o efeito estabilizador sobre a estrutura,
ainda que sem alteracdo da atividade catalitica sobre alguns substratos 23724 (ii) a
participacdo desse carboidrato na atividade catalitica sobre diferentes substratos, sendo
estes macromoleculares ou sintéticos 23%23%; (iii) a protecdo contra a protedlise 2%%; (iv)
protecdo contra inibidores 22%; (v) possivel interagdo com células imunes carregando siglecs
especificas que se ligam preferencialmenten a epitopos disialil; (vi) aumento da meia-vida
in vivo por servir de mascara bioldgica, escondendo por¢cdes Gal e GalNAc terminais,
normalmente removidas da circulacdo por receptores de asialoproteinas (receptor Ashwell-
Morell) 89, (vii) interagdo in vivo com selectinas E e P, auxiliando a protease na localizagdo
no sistema vascular, assim como na interagdo com as plaquetas 133240,

A ilustracdo mostrada na Figura 42 sintetiza alguns dos papeis atribuidos aos
residuos de acido sialico em proteases de venenos de serpentes, assim como em enzimas

humanas.



145

A. Fun¢ao em estabilidade e catalise

Papel neutro Pro-catalise

P 4

Protecio contra protedlise e Protec¢ao contra
autoproteolise inibidores

j_/o

-

X

X

Manutencio da estrutura proteica

v




Célula Natural Killer

B. Func¢io biologica

Supressao do sistema imune I.ocalizacio celular

= E-selectin

||||||||

v
ossesy

Siglec 7

Mondcito . N D esses
O o X e e X
iglec 7 : Fibrinogénio ;
Siglec 7 Siglec 7 VWE £
= .—\ = R = - e Ty — ~

Plaquetas

\\" . . /f
Y . ¢
*‘1‘ *-o. a
‘v\\‘_.,_. ¥ /
Hepatocito \ o 0
¢ e"l @
) . . ‘\.
8 o . |
Receptor .\ . B /.
SEER ‘ L o
Aswell-Morell ] @ \
v |

Figura 42. Resumo das principais ideias sugeridas sobre o papel de residuos de acido sialico em proteases. (A) Funcgdes estruturais deste monossacarideo para estabilidade da
proteina, e sua contribuicdo para a atividade catalitica. (B) Papel biol6gico no organismo da presa, servindo de ligantes para células imunoldgicas, ou como méascaras bioldgicas
evitando a remocao da protease da circulagdo sanguinea, ou contribuindo para o direcionamento celular e posicionamento da protease proxima a seus substratos, via interacao

com selectinas. Os sinais v e X indicam, respectivamente, a manutencao e a supressao da atividade, apds a remocdo enzimatica de &cido sialico.
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Considerando essa representacdo gréfica sobre o papel multiplo de residuos de
acido siélico em proteases glicosiladas, é possivel ter a dimenséo de como este carboidrato,
em misturas complexas como 0s venenos de serpentes, pode ter efeitos diversos e que ndo
sdo mutuamente exclusivos. Além disso, apesar de todos os efeitos possiveis, a observacao
da reducdo da maioria das atividades proteoliticas dos venenos de venenos do género
Bothrops aqui analisados, nos leva a afirmar que os residuos de &cido sialico apresentam
um papel fundamental nas principais proteases dos venenos, contribuindo de forma efetiva

nas manifestagcdes do quadro de envenenamento botropico.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo atingiu sua meta principal, que foi analisar a variabilidade dos
proteomas de nove venenos do género Bothrops, com foco em seus sub-proteomas de

glicoproteinas, e o papel do acido sialico na atividade de proteases desses venenos.

Este estudo, de carater pioneiro em toxinologia, possibilitou a aplicacdo da
capacidade de reconhecimento de carboidratos de diferentes lectinas, aliada a identificacdo
de proteinas por espectrometria de massas, para caracterizar os diferentes subproteomas de
glicoproteinas contendo &cido sialico e N-acetilglicosamina bissecada em venenos de
Bothrops.

Os resultados obtidos sobre a identificacdo dos subproteomas de glicoproteinas
evidenciaram a complexidade e a variabilidade desses venenos, caracterizada pelos
diferentes conteldos de componentes glicosilados contendo acido sialico e N-

acetilglicosamina bissecada, nas diferentes familias de toxinas.

O papel de residuos de &cido sialico em glicanos de enzimas proteoliticas, seja na
interagdo com substratos ou na catalise, ficou claro, na medida em que as atividades de
hidrolise de diversas proteinas foram afetadas pela remocdo de acido sidlico pelo

tratamento dos venenos com neuraminidase.

Assim, investigacOes futuras sobre a composicdo dos proteomas de venenos de
serpentes e sobre as relages entre estrutura quimica e funcdo de enzimas proteoliticas
poderdo se beneficiar dos resultados mostrados aqui, permitindo sua amplia¢do no sentido
de avancar o conhecimento sobre o arsenal de toxinas de venenos de Bothrops e seus efeitos

nos casos de acidentes ofidicos em humanos.
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Figura Suplementar 1. Representacdo grafica do nimero de grupos de proteinas menos abundantes nos
venenos (Outros; OT), identificados nas fracOes retidas das cromatografias de afinidade de SNA-agarose com
venenos do género Bothrops. Os valores no eixo X indicam o nimero de grupos de proteinas identificados e
as cores nas barras indicam em quais venenos essas proteinas foram enriquecidas pela lectina SNA.
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Figura Suplementar 2. Representacdo grafica do nimero de grupos de proteinas menos abundantes nos
venenos (Outros; OT), identificados nas fragGes retidas das cromatografias de afinidade de PHA-E-agarose
com venenos do género Bothrops. Os valores no eixo X indicam o nimero de grupos de proteinas
identificados e as cores nas barras indicam em venenos essas proteinas foram enriquecidas pela lectina PHA-
E.
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Figura Suplementar 3. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) das amostras obtidas do experimento de pull down utilizando a lectina MAL | e venenos do
género Bothrops. No gel foram aplicados 20 pL de cada resina de estreptavidina-Sepharose e 20 pg de cada veneno. (C-) Controle negativo: incubagdo dos venenos com a

resina. (C+) Controle positivo: incubacdo da MAL | com a resina. M: padrdes de massa molecular. Proteinas coradas com Comassie Blue G.
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Figura Suplementar 4. Representacdo grafica dos grupos de proteinas menos abundantes nos venenos
(OT; Outros) identificadas nas fragGes retidas no ensaio de pull down realizado com a lectina MAL | e
venenos do género Bothrops. Os valores no eixo X indicam o ndmero de grupos de proteinas identificados
e as cores nas barras indicam em quais venenos essas proteinas foram enriquecidas pela lectina MAL 1.
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Figura Suplementar 5. Atividade gelatinolitica de venenos do género Bothrops. Amostras de venenos (1
pg) foram incubadas com gelatina conjugada com fluoresceina (5 pg) a 37 °C por 120 min. Fluorescéncia
monitorada em Ex=480 nm e Em=530 nm. Os resultados estao apresentados como média +DP, n=3.



T (1/s)

UT (1/s)

1/s)

-

T

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0,00

=} =} 2 [=}
s} el h

o
=}
=

0,00

0,06
0,05

0.04 -

0.03
0.02
0.01

0,00

B. atrox #1

DMC: 3,3 pg

vy =0,0034x+0,0055
R*=0.9916

0 4 6 8 10 12
Veneno (ng)
B. cotiara #1
1 DMC: 3,6 pg
] y = 0,0024x+ 0,0094
R*=10,9691
0 5 Veneno (ng) 1 15
| B. erythromelas #1
| DMC: 1.1 ug
8 y =0,0089x+0,0073
R2=0.9972
0 2 4 [
Veneno (ug)

T (1/s)

T (1/s)

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
0,00

0,07
0,06 |
0,05 |
0,04
0,03
0,02
0,01
0,00

1/T (1/s)

B. atrox #2

R>=10,9942

DMC: 3,9 pg

y = 0,0026x+0.0065

5 10 15 20
Veneno (ng)

B. cotiara #2

R*=0971

25 30

DMC: 3,0 pg

y =0,002x+ 0,0095

0,05 -

0,04
0,03
0,02
0,01

0,00

10 20
Veneno (ng)

B. erythromelas #2

y =0.,0092x+0,0096
R*=0.9714

30

DMC: 0,8 pg

1 2 3
Veneno (ng)

0.05
0,04
0,04
0,03
0,03
0,02

T (1/8)

0,01
0,01
0,00

0,04
0.03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,00

T (1/8)

0.07
0.06
0.05

;3 0.04

= 0.03

—

0.02
0.01

0,02

180

B. atrox #3

DMC: 4,6 ug

y =0,003x+0.003

R2=09878
3 Veneno (ug) 10 15
B. cotiara #3
DMC: 2,0 pg
¥ =0,0014x+0,0139
R2=0.9599
5 Veneno (ug) 10 15
B. erythromelas #3
DMC: 2.4 pg

y =0.0054x+0,0039
R>=10.9955

5 10 15
Veneno (ug)



1/T (1/5)

181

UT (1/s)

0,05 - 0,04 - )
B. fonsecai #1 0.05 B. fonsecai #2 B. fonsecai #3
0,04 | 0.04 0,03 -
= | DMC: 1.4 pg - : z
300 2 003 - DMC:13pg = | DMC: 1,7 pg
$0.02 002 | S
S
y =0,0053x+ 0,009 y =0,0061x+ 0,009 0,01 -
0,01 R2=0.,9532 0,01 R2=0,9602 y =0,0067x+0,0056
R®=0,9946
0..00 T T T 1 0.00 - - 1 0,00 0 |1 é‘ :; z\l
4 6 8
0 2 Venen'o (ug) 0 2 Veneno (ng) 4 6 Veneno (ug)
0.08 - . . 0,05 - B. insularis #2 0,06 - B. insularis #3
- B. insularis #1
0,07 | 0.04 - 0,05
0,06 - _ DMC: 1,4 pg - 001 -
0,05 - DMC: 1,5 ug 2 003 - z DMC: 1,5 g
1 ~ =~ 0,03 -
0.04 y =0,0026x+0,0127 = 002 - y = 0,0054x + 0,009 .
0,03 - RZ=09715 = R2=0.9831 = 0.0 - y = 0,0058x+ 0,0082
: R>2=0.972
0,02 001 - vot | :
0,01 - )
0,00 T T T T 1 0.00 T T T 1 0100 - T T |
0 5 10 15 20 25 0 2 4 6 8 0 N 4 6 3
Veneno (ng) Veneno (ng) Veneno (ug)
0.04 - B. jararaca #1 B. jararaca #2 B. jararaca #3
| 0.04 - 0,04 -
0,04
| 0,04 -
g’gg 0,03 - = 0031
002 - DMC: 4,1 S 004 DMC: 42 ug 2 DMC: 1.3 ug
: L HE < 002 - v =0,0024x+ 0,0066 y 0,02 -
0,02 7 ¥ = 0.0026x+0,006 S 002 | R?=0,9765 = y =0,002x+ 00097
0,01 - R*=0.9479 0.01 | 0,01 R2=0,9793
0,01 | 0,01 -
0,00 T T 1 0‘00 . . . 0,00 T T 1|5
0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10

Veneno (ng) Veneno (ug) Veneno (ug)



0.04 B. jararacussu #1
0,03 -
= DMC: 9.2 ug
o 002 1 ¥ =0,0011x+ 0,0065
= R2=0,9821
0,01 -
0,00 . . ,
0 10 20 30
Veneno (ug)
B. moojeni #1
0,05 -
0,04 -
z 0.03 DMC: 1,5 pg
B 0,02 - y =0,0026x+0,0127
- R2=0,9791
0,01
0,00 . ‘ :
0 5 Veneno (ng) 10 15
0,03
B. neuwiedi #1
=002 -
=)
e DMC: 4.3 pg
~0.01 - ¥'=0,0032x+0,003
R2=0.9906
0,00 T T T 1
0 2 4 6 8
Veneno (ug)

UT (175)

UT (1/s)

UT (1/5)

0,04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,00

0.06
0.0
0.04
0,03
0,02
0,01

0,00

B. jararacussu #2

DMC: 10,3 pg

y =0,001x+ 0,0063
R*=0,9903

10 20 30 40
Veneno (ug)

B. moojeni #2

DMC: 4,9 ng

y =0,0019%+0,0074
R =0,9963

Veneno (ug) 10 13

B. neuwiedi #2

DMC: 4,7 ng

y =0,0013x+0,0105
R*=0,9836

10 20 30 40
Veneno (ug)

UT (1/5)

UT (1/5)

UT (1/5)

0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01

0,00

182

; B. jararacussu #3

1 DMC: 12,1 pg
| y =0.0007x+ 00082
RZ=0.,9913
0 20 40 60
Veneno (ug)
] B. moojeni #3
7 DMC: 5.4 ng
] y =0.0013x+ 0.0097
i R2=0,9777
0 Veneno (ug) 10 =
il B. neuwiedi #3
DMC: 10,6 ug
4 y =0.0034x+ 0,0059
R*=0,9924
0 4 8
Veneno (ug)

Figura Suplementar 6. Curvas de atividade coagulante de venenos do género Bothrops no plasma humano indicando os valores de Dose Minima Coagulante (DMC). Resultados

de trés experimentos independentes
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TABELAS SUPLEMENTARES (ARQUIVO ANEXO)

Tabela Suplementar 1 Numero de proteinas totais e grupos de proteinas identificados por digestao
com tripsina e LC-MS/MS nas frages retidas das comatografias de afinidade da lectina SNA e 0s
venenos do género Bothrops.

Tabela Suplementar 1A-G. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS da
fragdo do veneno de Bothrops retida na resina de SNA-agarose.

Tabela Suplementar 2. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS da fragéo
do veneno de Bothrops retida na resina de SNA-agarose.

Tabela Suplementar 3. NUmero de proteinas totais e grupos de proteinas identificados por digestdo
com tripsina e LC-MS/MS nas fragdes retidas das comatografias de afinidade da lectina PHA-E e
0s venenos do género Bothrops.

Tabela Suplementar 3A-G. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS da
fragcdo do veneno de Bothrops retida na resina de PHA-E-agarose.

Tabela Suplementar 4. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS da fragdo
do veneno de Bothrops retida na resina de PHA-E-agarose

Tabela Suplementar 5. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. jararaca obtida no ensaio de pull down
com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 5A-M. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-12 de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. jararaca obtida no ensaio
de pull down com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 6. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. cotiara obtida no ensaio de pull down com
a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 6A-M. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-13 de gel de SDS-poliacrilamida da frag&o do veneno de B. cotiara obtida no ensaio de
pull down com a lectina MAL |

Tabela Suplementar 7. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. insularis obtida no ensaio de pull down
com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 7A-M. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-13 de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. insularis obtida no ensaio
de pull down com a lectina MAL |
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Tabela Suplementar 8. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. fonsecai obtida no ensaio de pull down
com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 8A-1. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-9 de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. fonsecai obtida no ensaio de
pull down com a lectina MAL |

Tabela Suplementar 9. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. moojeni obtida no ensaio de pull down
com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 9A-F. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-6 de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. moojeni obtida no ensaio de
pull down com a lectina MAL I.

Tabela Suplementar 10. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. neuwiedi obtida no ensaio de pull down
com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 10A-F. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-6 de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. neuwiedi obtida no ensaio de
pull down com a lectina MAL I.

Tabela Suplementar 11. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. atrox obtida no ensaio de pull down com
a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 11A-C. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-3 de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. atrox obtida no ensaio de pull
down com a lectina MAL I.

Tabela Suplementar 12. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. erythromelas obtida no ensaio de pull
down com a lectina MAL I.

Tabela Suplementar 12A-C. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-3 de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. erythromelas obtida no ensaio
de pull down com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 13. Proteinas identificadas por digestdo com tripsina e LC-MS/MS de bandas
de gel de SDS-poliacrilamida da fracdo do veneno de B. jararacussu obtida no ensaio de pull down
com a lectina MAL 1.

Tabela Suplementar 13A-D. Peptideos identificados por digestdo com tripsina e LC-MS/MS das
bandas #1-4 de gel de SDS-poliacrilamida da fragdo do veneno de B. jararacussu obtida no ensaio
de pull down com a lectina MAL 1.
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Tabela Suplementar 14. Listas de proteinas totais e de grupos de proteinas identificados nas
bandas de proteinas de venenos do género Bothrops enriquecidas pela lectina MAL I, apds a
remocao de redundancias.

Tabela Suplementar 15A-C. Proteinas totais de venenos de Bothrops identificadas nas fracdes
enriquecidas pela lectina SNA, PHA-E e MAL | por digestdo com tripsina e LC-MS/MS.

Tabela Suplementar 16A. Proteinas do plasma humano identificadas por LC-MS/MS a partir dos
peptideos gerados pela incubacdo do plasma com o veneno de B. jararaca ndo tratado com
neuraminidase, considerando as trés incubac@es independendentes (JAC1, JAC2, JAC3).

Tabela Suplementar 16B. Peptideos identificados por LC-MS/MS, gerados pela incubagdo do
plasma humano com o veneno de B. jararaca ndo tratado com neuraminidase, considerando as trés
incubacdes independendentes (JAC1, JAC2, JAC3).

Tabela Suplementar 16C. Proteinas do plasma humano identificadas por LC-MS/MS a partir dos
peptideos gerados pela incubagdo do plasma com o veneno de B. jararaca tratado com
neuraminidase, considerando as trés incubagdes independendentes (JATL1, JAT2, JAT3).

Tabela Suplementar 16D. Peptideos identificados por LC-MS/MS, gerados pela incubacéo do
plasma humano com o veneno de B. jararaca tratado com neuraminidase, considerando as trés
incubacdes independendentes (JAT1, JAT2, JAT3).
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territério rural Serra do Brigadeiro no ambito do Programa BioPESB.

Descricdo: Projeto de producdo do peridédico bimensal Boletim BioPESB, com o objetivo de popularizar
e democratizar o conhecimento cientifico no territério rural Serra do Brigadeiro, produzindo instrumento
para as praticas de ensino de ciéncia nas escolas rurais, especialmente nas areas de educacdo ambiental.

Titulo: Biologia Molecular e Biotecnologia na Formacgéo Continuada de Professores de Ciéncias:
Aproximando Universidade e Escola Publica

Descricdo: O projeto visou a criacdo e difusdo de material pedagdgico para o ensino de temas ligados a
biologia molecular e biotecnologia, e sua utilizagdo na formacao continuada de professores de ciéncia de
escolas publicas ligadas a Superintendéncia Regional de Ensino de Ponte Nova MG. A parte pratica se
destinou a capacitacdo de professores para o desenvolvimento de experimentos e utilizacdo do Kit de
modelos moleculares “Construindo as moléculas da vida: DNA-mRNA-Proteina”, desenvolvido por
pesquisadores do Instituto de Fisica da USP-Séao Carlos.

CURRICULUM LATTES

http://lattes.cnpg.br/4540289047342316




