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RESUMO 

 
Costa, C.B. Venenos de serpentes do gênero Bothrops: impacto da glicosilação na 

complexidade dos proteomas e função de toxinas. 2022. 188p. Tese (Doutorado) - 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São 

Paulo, São Paulo. 

 
A variabilidade estrutural é uma característica das proteínas de venenos de serpentes, e a 

glicosilação é uma das principais modificações pós-traducionais que contribui para a 

diversificação de seus proteomas. Recentes estudos de nosso grupo demonstraram que 

venenos do gênero Bothrops são marcadamente definidos pelo seu conteúdo de 

glicoproteínas, e que a maioria das estruturas de N-glicanos dos tipos híbrido e complexo 

identificados em oito venenos deste gênero contêm unidades de ácido siálico. Em paralelo, 

em glicoproteínas do veneno de B. cotiara foi identificada a presença de uma estrutura de 

N-acetilglicosamina bissecada. Assim, com o objetivo de investigar a variação do conteúdo 

de glicoproteínas, assim como os mecanismos envolvidos na geração dos diferentes 

venenos de Bothrops, neste estudo foram analisados comparativamente os glicoproteomas 

de nove venenos do gênero Bothrops (B. atrox, B. cotiara, B. erythromelas, B. fonsecai, B. 

insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi). As abordagens 

glicoproteômicas envolveram cromatografia de afinidade e ensaio de pull-down utilizando, 

respectivamente, as lectinas SNA (aglutinina de Sambucus nigra) e MAL I (lectina de 

Maackia amurensis), que mostram afinidade por unidades de ácido siálico nas posições, 

respectivamente, α2,6 e α2,3; e cromatografia de afinidade com a lectina PHA-E 

(eritroaglutinina de Phaseolus vulgaris), que reconhece N-acetilglicosamina bissecada. 

Ainda, eletroforese de proteínas, blot de lectina, e identificação de proteínas por 

espectrometria de massas foram empregadas para caracterizar os glicoproteomas. As 

lectinas geraram frações dos venenos enriquecidas de diferentes componentes, onde as 

principais classes de glicoproteínas identificadas foram metaloprotease, serinoprotease, e 

L-amino ácido oxidase, além de outras enzimas pouco abundantes nos venenos. Os 

diferentes conteúdos de proteínas reconhecidas por essas lectinas, com especificidades 

distintas, ressaltaram novos aspectos da variabilidade dos subproteomas de glicoproteínas 

desses venenos, dependendo da espécie. Ainda, considerando que metaloproteases e 

serinoproteases são componentes abundantes nesses venenos e fundamentais no quadro de 

envenenamento botrópico, e que estas enzimas contêm diversos sítios de glicosilação, o 

papel das unidades de ácido siálico na atividade proteolítica das mesmas foi avaliado. 

Assim, a remoção enzimática de ácido siálico (i) alterou o padrão de gelatinólise em 

zimografia da maioria dos venenos, (ii) diminuiu a atividade proteolítica de alguns venenos 

sobre o fibrinogênio e a atividade coagulante do plasma humano de todos os venenos, e 

(iii) alterou o perfil de hidrólise de proteínas plasmáticas pelo veneno de B. jararaca, 

indicando que este carboidrato pode desempenhar um papel na interação das proteases com 

seus substratos proteicos. Em contraste, o perfil da atividade amidolítica dos venenos não 

se alterou após a remoção de ácido siálico e incubação com o substrato Bz-Arg-pNA, 

indicando que ácido siálico não é essencial em N-glicanos de serinoproteases atuando sobre 

substratos não proteicos. Em conjunto, esses resultados expandem o conhecimento sobre a 

variabilidade de proteomas de venenos do gênero Bothrops e apontam a importância das 

cadeias de carboidratos contendo ácido siálico nas atividades enzimáticas das proteases 

desses venenos. 

 

Palavras-chave: ácido siálico, Bothrops, espectrometria de massas, glicoproteômica, 

proteólise, 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 Química, Universidade de São Paulo, 

São 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 I (Maackia amurensis lectin), which show affinity for sialic acid units 

at positions, respectively, α2,6 and α2,3, 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Serpentes do gênero Bothrops 

A superfamília Colubroidea, da ordem Squamata, é composta por serpentes que 

apresentam uma extensa história evolutiva e ampla distribuição geográfica 1,2. O grupo 

de serpentes classificadas como “Advanced snakes” inclui quatro principais famílias que 

abrangem importantes espécies venenosas (Viperidae, Elapidae, Atractaspididae e 

Colubridae) 3, as quais estão envolvidas na maior parte dos acidentes ofídicos reportados 

na atualidade 4. 

Os acidentes por picadas de serpentes têm causado muitas mortes e lesões 

permanentes em todo o mundo, tornando-se um problema de saúde pública global 5. 

Recentemente classificado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como uma doença 

tropical negligenciada de importante prioridade, o envenenamento ofídico tem afetado 

em média de 1 a 2 milhões de pessoas a cada ano, impactando principalmente países 

tropicais e em desenvolvimento 6. 

Abordar de forma abrangente os acidentes ofídicos, requer tanto a compreensão 

do contexto ecológico no qual as serpentes se encontram (considerando seu 

comportamento, habitat e distribuição geográfica) 4, quanto avaliar a composição e a 

varialibidade dos venenos desses animais 7. 

Dentre as serpentes que compreendem o grupo de importância médica (famílias 

Atractaspididae, Elapidae e Viperidae), as viperídeas destacam-se por apresentarem um 

aparato de inoculação de veneno muito desenvolvido, no qual a estrutura craniana, 

músculos compressores e presas frontais especializadas (dentição solenóglifa) 

possibilitam liberar o veneno para o interior dos tecidos de forma eficiente, induzindo a 

uma morte rápida nas presas 8 (Figura 1A). 

Nas Américas Central e do Sul, a maioria das serpentes peçonhentas e que causam 

acidentes ofídicos pertencem à família Viperidae 9,10 e, particularmente no Brasil, o 

gênero Bothrops é responsável por mais de 80% dos acidentes por picadas por serpentes, 

sendo classificado como um grupo de importante relevância médica 11,12. 
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A distribuição geográfica das espécies de Bothrops no território brasileiro é bem 

diversificada, e algumas se destacam por abrangerem grande extensão territorial, como é 

o caso da B. moojeni nas regiões Centro Oeste, Nordeste e Sudeste, B. atrox nas regiões 

da floresta amazônica, e B. jararaca encontrada desde o sudeste da Bahia até nordeste do 

Rio Grande do Sul 11,13,14. Outras estão restritas a certos biomas ou localidades, como a 

B. insularis, presente apenas na Ilha da Queimada Grande, no litoral de São Paulo (Figura 

1B). 

Figura 1. Representação do sistema de inoculação de veneno da família Viperidae (A) e a distribuição 

geográfica das espécies do gênero Bothrops no Brasil (B). O aparato de inoculação de veneno constitui-se 

da glândula principal de veneno (gv) e da dentição especializada solenóglifa, na qual dentes grandes, agudos 

e ocos permitem a inoculação eficiente do veneno na presa, enquanto a estrutura craniana permite amplos 

movimentos através da rotação da maxila em torno de sua articulação pré-frontal. Mapas adaptados de 

Melgarejo e colaboradores11 e Nogueira e colaboradores13. Figura baseada em Melgarejo e colaboradores11. 
 

Há ainda as espécies consideradas endêmicas, como a B. erythromelas, B. 

neuwiedi e B. fonsecai, com distribuição mais restritas às regiões de Caatinga, mata 

atlântica e florestas de araucárias, respectivamente 13. 
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A maioria das espécies de Bothrops habitam florestas, mas algumas são 

encontradas exclusivamente em tipos de vegetação mais abertas 14. O gênero compreende 

espécies exclusivamente terrestres (por exemplo, B. neuwiedi), além de várias outras que 

possuem hábitos semi-arbóreos (B. jararaca) 15. 

Quanto à hábitos alimentares, as espécies do gênero Bothrops são, em sua maioria, 

de dieta generalista, enquanto outras mostram preferência por presas específicas 

(especialistas). Algumas espécies mostram mudanças ontogenética em relação à 

alimentação, ou seja, passam de presas ectotérmicas para endotérmicas 15 e diversos 

estudos que avaliam a composição dos venenos dessas serpentes têm reportado 

variabilidade não apenas associadas à idade das serpentes 16–20, como também à origem 

geográfica, habitat, variação sazonal e o sexo, dentro de uma mesma espécie 21–23. 

Com relação às espécies botropóides, muitos estudos de classificação 

considerando a morfologia, a filogenia e a taxonomia têm sido realizados, porém vários 

desses trabalhos têm reportado diferentes resultados, o que reflete a grande diversidade 

dessas serpentes e sua distribuição nas Américas Central e do Sul 24–27. 

Diversas são as características morfológicas e da história natural das serpentes, e 

do ponto de vista evolutivo, o estudo da composição dos proteomas de venenos de 

serpentes é um recurso poderoso para compreender os mecanismos que regulam a 

adaptação destes animais com relação à captura e morte das presas. Mais ainda, identificar 

a composição dos venenos tem sido de fundamental importância na interpretação dos 

efeitos patológicos do envenenamento, e neste sentido, compreender os mecanismos que 

regem a variabilidade de toxinas presentes nos venenos pode contribuir para aprimorar o 

tratamento. 

 

1.2 Composição de venenos de serpentes viperídeas 

Venenos de serpentes são misturas complexas de proteínas, peptídeos, aminas, 

carboidratos, lipídios, sal e outras pequenas moléculas 28–30, que evoluiram ao longo do 

tempo para desempenhar um papel crítico na captura e imobilização de presas 31. 

Dentre os componentes que integram os venenos, as proteínas e os peptídeos são 

as principais toxinas, que atuando de forma isolada ou sinérgica, afetam processos vitais 

da presa, sendo os principais componentes responsáveis pelos efeitos patológicos 

observados nos quadros de envenenamento 32–34. 

Estudos transcriptômicos e proteômicos têm demonstrado que grande parte dos 

venenos são compostos por componentes enzimáticos e não enzimáticos, sendo possível 
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restringir seu conteúdo a um pequeno número de famílias de proteínas principais. Assim, 

metaloproteases (SVMP, snake venom metalloprotease), serinoproteases (SVSP, snake 

venom serine protease), fosfolipases A2 (PLA2), e L-amino ácido oxidases (LAAO) 

compõem as principais toxinas enzimáticas, enquanto lectinas tipo-C (CTL), 

disintegrinas, proteínas secretadas ricas em cisteínas (CRISP, cysteine rich secretory 

proteins), fatores de crescimento, e peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs), são 

os principais componentes não enzimáticos presentes nos venenos de viperídeos. 

A família das SVMPs é a mais complexa em termos de estrutura, já que é 

constituída por três classes de proteases, de acordo com sua organização dominial na 

forma madura (P-I, P-II e P-III; 35). Classificadas na subfamília M12B das 

metaloproteases, juntamente com as proteínas ADAMs (A Disintegrin And 

Metalloprotease) e ADAMTSs (A Disintegrin And Metalloprotease with 

Thrombospondin motifs), as SVMPs são enzimas dependentes de zinco e que contêm 

várias pontes de dissulfeto 36. As SVMPs são sintetizadas na forma de zimogênios e 

processadas por um mecanismo de Cys-switch para gerar a forma ativa 37–39. Além da 

diversidade estrutural das SVMPs, muitas proteínas desta família são conhecidas por 

serem potencialmente glicosiladas 40–42. Consideradas toxinas abundantes em venenos de 

viperídeos, as SVMPs possuem atividade biológica comumente associada a 

fibrinogenólise, fibrinólise, ativação de fatores da cascata de coagulação sanguínea e 

inibição da agregação plaquetária, e estão envolvidas no quadro hemorrágico observado 

no envenenamento botrópico 35,43,44. 

As SVSPs também apresentam atividade proteolítica sobre componentes da 

cascata de coagulação sanguínea, e dos sistemas fibrinolítico e calicreína-cinina, levando 

ao desequilíbrio da hemostasia 45,46. Quanto à classificação, as SVSPs integram o clã PA, 

família S1 (quimotripsina) 47, e quanto à especificidade em relação ao substrato, são 

consideradas enzimas semelhantes à tripsina, clivando ligações peptídicas contendo Arg 

ou Lys na posição P1 45,48. São proteínas constituidas de uma única cadeia polipeptídica, 

e com massa molecular variando entre 25 e 70 kDa, a depender da extensão da 

glicosilação 46. 

As PLA2 são enzimas que apresentam diversas propriedades farmacológicas, 

como neurotoxicidade, interferência na agregação plaquetária, desestruturação da 

membrana celular e miotoxicidade 49. Essas toxinas constituem uma superfamília de 

enzimas que hidrolisam a ligação éster na posição sn-2 da estrutura do glicerol em 

fosfolipídios 50–52; no entanto algumas PLA2 não apresentam atividade enzimática 53,54. 
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As PLA2 são compostas por 120-125 resíduos de aminoácidos, podendo formar 

complexos de proteínas entre si ou com outras classes de toxinas por ligações covalentes 

ou não covalentes 55. 

As LAAOs são flavoproteínas que catalisam de forma estereoespecífica a 

desaminação oxidativa de um L-aminoácido ao seu α-cetoácido, com a correspondente 

liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) e amônia (NH3) 
56,57. Geralmente as LAAOs 

apresentam massa molecular variando de 110 a 140 kDa e exibem várias atividades 

patológicas, incluindo indução de apoptose, edema, indução ou inibição da agregação de 

plaquetas, e atividades hemorrágica e anticoagulante 58–60. 

As CRISPs estão relacionadas com o bloqueio de canais iônicos e modulação da 

inflamação 61–63, enquanto as CTLs, proteínas que possuem um domínio funcional de 

reconhecimento de carboidratos (DRC), atuam ativando as plaquetas por ligação a GPVI, 

afetando a função plaquetária via integrina alpha2beta1 ou induzindo a ligação do fator 

de von Willebrand à GPIb 64. 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 proteínas semelhantes às lectinas do tipo C (C-type lectin-like 

protein; CLPs) 65,66. Ambas apresentam homologia de sequência, porém as lectinas 

verdadeiras se apresentam como homodímeros de 26–28 kDa, enquanto as CLPs são em 

sua maioria heterodímeros, não possuindo a capacidade de reconhecer carboidratos, pela 

ausência da alça de ligação de Ca2 + envolvida na ligação do açúcar. Porém sabe-se que 

as CLPs possuem diversos alvos biológicos, e acredita-se que evoluiram para 

desorganizar o sistema homeostático da presa, ao ter como alvo principal, os receptores 

de glicoproteínas plaquetárias 65,67. 

Por fim, com relação aos componentes presentes em menor abundância em 

venenos do gênero Bothrops, encontram-se as nucleotidases (5’-Nase), hialuronidases 

(Hyal), glutaminil ciclotransferases (GCT), aminopeptidases (APases) e fatores de 

crescimento. Em comparação com os componentes mais abundantes, poucos estudos 

abrangem a complexidade destas toxinas minoritárias, porém acredita-se que essas 

proteínas possuam funções auxiliares, atuando em diversos contextos fisiológicos na 

presa 68. 

Assim, as nucleases (como fosfodiesterases, PDEs) e nucleotidases (5'-Nase 

ATPase e ADPase) são enzimas hidrolíticas, que apresentam como uma de suas principais 

funções a geração final de nucleotídeos, com consequente produção de adenosina. A 

adenosina auxilia na biodistribuição de toxinas contribuindo para a imobilização da presa, 
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enquanto aumenta a permeabilidade vascular e promove hipotensão, sedação e 

bradicardia 69,70. As hialuronidases, da mesma forma, hidrolisam o hialurano encontrado 

na matriz extracelular 71, facilitando a difusão do veneno no tecido da vítima durante o 

envenenamento 72. O fator de crescimento endotelial vascular (svVEGF), estimula a 

vasculogênese 73 enquanto o fator de crescimento de nervo (svNGF) exerce importantes 

efeitos sistêmicos contribuindo na vulnerabilidade tecidual e facilitando a difusão das 

toxinas no organismo da presa 74. Por fim, as fosfolipases B (PLB) clivam fosfolipídeos 

na posição sn-1 e sn-2 75 enquanto as aminopeptidases (APases) atuam como exo-

metalopeptidases removendo resíduos de aminoácidos terminais de proteínas e peptídeos, 

na presença de cálcio 76. 

 

1.3 Modificações pós-traducionais: importante fonte de variabilidade em venenos de 

serpentes 

A família Viperidae abriga espécies de serpentes que possuem um alto grau de 

especialização em seu aparato venenífero, e em especial, as glândulas produtoras de 

veneno no gênero Bothrops têm sido alvo de vários estudos 77–82 

As glândulas produtoras de venenos apresentam um lúmen central onde é 

armazenado o veneno produzido pelas células secretoras. Investigações sobre a produção 

de veneno in vivo demonstraram um longo ciclo de produção, no qual observou-se o 

aumento do volume das células secretoras, assim como alguns de componentes (retículo 

endoplasmático e aparelho de Golgi) e subcomponentes celulares (vesículas secretoras), 

reforçando a intensa atividade biossíntetica dessas células 77,78. Ainda, com relação à 

dinâmica da biossíntese dessas biomoléculas, foi reportado por estudos de proteômica, 

que a síntese de toxinas é assíncrona entre as toxinas, e que muito dessas proteínas estão 

presentes no chamado estágio “quiescente”, quando o lúmen permanece cheio de veneno 

79 . 

Como a maioria das proteínas secretadas, acredita-se que as proteínas de veneno 

são sintetizadas no citoplasma de células secretoras na glândula, transferidas para o 

retículo endoplásmico rugoso, em seguida ao aparelho de Golgi, e finalmente 

transportadas por grânulos secreção para o lúmen da glândula 35. As SVMPs, proteínas 

sintetizadas na forma zimogênica, passam por processamento proteolítico, que, segundo 

Portes-Junior e colaboradores 80 aparenta ter início dentro de vesículas secretoras, e 

continuando no lúmen da glândula de veneno, até a secreção. 
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Os produtos de síntese da glândula de veneno são altamente complexos, e a 

manutenção da integridade proteica requer da estrutura glandular um controle fino e 

manutenção da homeostase dentro do lúmen 35. Esta etapa é altamente regulada, sendo 

crucial para a expressão das atividades catalíticas das proteases. Assim, tanto a presença 

de inibidores, quanto a manutenção do pH ácido, e a presença de alguns sais contribuem 

para a homeostase da glândula, e para manutenção da integridade das proteínas 83–85. 

Os desafios envolvidos na caracterização completa de venenos de serpentes estão 

relacionados principalmente à sua complexidade. No caso dos venenos de viperídeos, 

essa característica não se deve apenas ao número de diferentes classes de toxinas, mas 

também a várias formas de toxinas com alto grau de variabilidade na estrutura primária, 

resultantes da duplicação de genes 86–88, de evolução acelerada, caracterizada por 

mutações pontuais em regiões codificadoras de mRNAs de toxinas89–91, e de 

neofuncionalização 92–95. 

Além das diferentes classes de proteínas encontradas nos venenos e suas diversas 

proteoformas, existem ainda mecanismos moleculares que são responsáveis por aumentar 

a complexidade dos proteomas de venenos de serpentes, tais como a variação de 

sequência de aminoácidos em algumas regiões, e as diferentes modificações pós-

traducionais, incluindo o processamento proteolítico, a oligomerização, a formação de 

pontes de dissulfeto e a glicosilação (Figura 2A) 35,97.  

Estas características resultam em proteínas com propriedades biofísicas e 

bioquímicas variáveis dentro da mesma família de toxinas, podendo exibir diferentes 

atividades biológicas sobre a presa, como ilustrado, tanto para as SVMPs, que sofrem 

processamento proteolítico e oligomerização 35, quanto para as SVSPs, que apesar de 

apresentarem estruturas primárias semelhantes, possuem variações em níveis de 

glicosilação, massas moleculares, pontos isoelétricos e especificidade por substratos 

macromoleculares 46,98. 

Os eventos pós-traducionais são os maiores responsáveis pela variabilidade 

encontrada nos proteomas das células e por isso são considerados como uma elegante 

ferramenta da natureza para aumentar a diversidade das proteínas, sem acessar o genoma. 

Muitos trabalhos têm relatado a importância das modificações pós-traducionais em 

proteínas, em diferentes níveis celulares, 99–101 onde os principais eventos citados de 

modificações sobre as proteínas são: a fosforilação, a sulfatação, o processamento por 

proteólise, a ligação a lipídeos e a glicosilação. 
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Figura 2. Representação gráfica das modificações pós-traducionais que contribuem para a variabilidade das proteínas de venenos de serpentes (A) e representação das estruturas 

celulares nas quais ocorrem as etapas de N- e O-glicosilação, os precursores e estruturas obtidas em cada etapa de produção dos glicanos, assim como os principais cores de 

cada glicano, representados em azul claro (B). Figura baseada em Stanley e colaboradores96  
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A glicosilação de proteínas é a modificação pós-traducional mais abundante e 

complexa em venenos de serpentes viperídeas, afetando de forma significativa o 

dobramento, a conformação, a estabilidade e a farmacocinética de diversas proteínas, bem 

como no aumento da complexidade dos proteomas e na diversificação das funções das 

toxinas 16,34,41,102–104. 

A classificação da glicosilação pode ser feita baseada na natureza da ligação 

química entre os resíduos específicos da proteína e os carboidratos ligantes, incluindo a 

N-glicosilação, a O-glicosilação, a C-manosilação e a fosfoglicosilação 99. 

A N-glicosilação de proteínas extracelulares ocorre com mais frequência no 

resíduo de asparagina das sequências Asn-X-Ser/Thr e em casos mais raros na sequência 

Asn-X-C, onde X é qualquer aminoácido, exceto prolina (Pro) 105. A transferência dos N-

glicanos para as proteínas ocorre no lado luminal da membrana do retículo 

endoplasmático (RE) durante ou após a translocação da proteína nascente (Figura 2B).  

A presença de aminoácidos na posição “X”, pode tanto reduzir a eficiência da 

glicosilação quando o resíduo X for um aminoácido de caráter ácido (Asp ou Glu), quanto 

aumentar, quando presente um resíduos de Phe 96. Em geral, a N-glicosilação desempenha 

papel fundamental em muitos processos biológicos, atuando em diferentes níveis 

estruturais e funcionais das proteínas, tais como dobramento, estabilidade, solubilidade 

106, proteção contra proteases 107, adesão celular, migração celular e transdução de sinais. 

A O-glicosilação de proteínas intracelulares e extracelulares ocorre 

predominantemente na hidroxila dos resíduos de Ser e Thr, sendo também encontrada em 

resíduos de Tyr, hidroxilisina (Hyl) e hidroxiprolina (Hyp) 108. A ligação GalNAc-α-

Ser/Thr está presente numa variedade de glicoproteínas presentes nos eucariotos, e os O-

glicanos desempenham, neste contexto, importantes papéis na localização e tráfico de 

proteínas, em sua solubilidade e nas interações célula-célula 101. 

A biossíntese de N-glicanos ocorre em duas etapas, assim como em dois 

compartimentos celulares. A primeira fase é uma via altamente conservada que ocorre na 

membrana do retículo endoplasmático (RE), no qual um oligossacarídeo 

(GlcNAc2Man9Glc3) (Figura 2B) é montado em um transportador lipídico (Dolichol-P-

P) e transferido para o resíduo selecionado de Asn (Asn-X-Ser/Thr) de uma proteína 

recém-sintetizada, que é translocada para o RE. A segunda fase começa com o 

processamento dos N-glicanos por glicosidases e glicosiltransferases no lúmen do RE, e 

finalizando no Golgi. Muitas das glicosidases e glicosiltransferases são expressas 

diferencialmente, sendo sensíveis ao estado fisiológico da célula 96,109. Dessa forma, o 
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resultado da glicosilação requer a ação conjunta de diversas enzimas, sem se basear em 

um template, como ocorre com o genoma e o proteoma. Quanto à O-glicosilação, a 

primeira etapa é realizada no Golgi por uma GalNAc transferase (Figura 2B), seguida por 

extensões e ramificações, que resultam em diferentes subtipos de glicano central 110. 

Muitas proteínas glicosiladas têm sido descritas em proteomas de venenos, 

principalmente por meio da identificação de sequências consenso (sequons) de N-

glicosilação, que permitem inferir a presença de sítios putativos para tal modificação 

covalente 111–113. 

Dessa forma, a utilização de técnicas adicionais que permitam enriquecer as 

amostras de misturas complexas de proteínas, como os venenos de serpentes, são de 

fundamental importância para a caracterização dos glicoproteomas; e nesse contexto as 

cromatografias por afinidade que utilizam lectinas com diferentes especificidades surgem 

como uma ótima opção para aumentar a concentração de diferentes glicoproteínas e ao 

mesmo tempo revelar diferenças sutis nos proteomas. Outra vantagem interessante de se 

utilizar a cromatografia por afinidade é que esta técnica permite recuperar todas as 

proteínas ligados às lectinas sem, contudo, desnaturá-las. Esse fato é de extrema 

importância para estudos que têm como objetivo a caracterização e a análise de atividade 

biológica das proteínas 41. 

A presença de grandes porções de carboidratos em algumas famílias de toxinas 

importantes no processo de envenenamento tem motivado muitos pesquisadores a 

realizarem seus estudos sobre a glicosilação em toxinas purificadas 114,115 e assim, há 

poucos relatos de trabalhos sobre o perfil de glicosilação de venenos como um todo. 

Gowda e Davidson 116 analisaram venenos de várias espécies de serpentes 

utilizando as lectinas MAA, SNA e DAS em experimentos de blot, e demonstraram que 

as glicoproteínas dos venenos de Bitis arietans arietans, Crotalus adamanteus, Crotalus 

atra e Bungarus fasciatus continham tanto ácidos siálicos  ligados na configuração α2-3 

e 2-6, bem como resíduos de β-galactosil. 

Nawarak e colaboradores 117 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 fluoresceína, evidenciaram que as glicoproteínas de cada veneno tinham 

porções diferentes de carboidratos em sua estrutura. Em outro estudo, Birrell e 

colaboradores 118 também utilizaram oito lectinas para mostrar os variáveis perfis de 
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glicoproteínas em venenos dos gêneros Notechis, Pseudonaja, Austrelaps, Pseudechis, 

Acanthophis, Oxyuranus, Tropidechis, Rhinoplocephalus e Hoplocephalus. 

Diferente dos trabalhados relatados anteriormente, Andrade-Silva e colaboradores 

41, analisaram sete venenos do gênero Bothrops (B. cotiara, B. insularis, B. jararaca, B. 

moojeni, B. neuwiedi, B. jararacussu, e B. erythromelas) utilizando três tipos de lectinas 

imobilizadas em uma resina (Sepharose) para cromatografia de afinidade. A utilização 

dessa técnica permitiu aumentar a cobertura de glicoproteínas identificadas por 

espectrometria de massas nesses venenos, e seus resultados indicaram que a escolha de 

múltiplas lectinas é de fundamental importância para conseguir acessar em profundidade 

os glicoproteomas de venenos de serpentes. 

Uma característica estrutural muito bem estudada sobre glicoproteínas é a 

presença de ácido siálico nas extremidades terminais das cadeias de carboidratos, sendo 

este capaz de conferir à proteína carga negativa e influenciar seu ponto isoelétrico (pI). 

Portanto, de acordo com a quantidade de sítios de glicosilação ocupados em uma proteína 

e de quantas moléculas de ácido siálico são adicionadas às cadeias de carboidrato, as 

glicoproteínas podem apresentar diferentes massas moleculares e pontos isoelétricos, 

como observado, no caso de algumas serinoproteases e LAAOs presentes em venenos 

viperídeos 119–121, sugerindo assim que esta modificação pós-traducional pode ser usada 

como um fino ajuste molecular para diversificar o arsenal de toxinas. Além disso, as 

cadeias de carboidrato contendo ácido siálico são hidrofílicas e, portanto, podem 

influenciar na solubilidade da proteína, protegendo resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 

que porventura estejam presentes na superfície da proteína. 

Diversas são as contribuições dos resíduos de ácido siálico e uma delas decorre 

da complexidade adicional oferecida por esse monossacarídeo às estruturas dos glicanos 

nas glicoproteínas (Figura 3). Além das diversas modificações que resíduos de ácido 

siálico sofrem, bem como diversas ligações nas posições terminais dos glicanos (o que os 

torna bem adequados para transportar informações de reconhecimento entre glicano-

proteína, célula-célula e patógeno-célula), os ácidos siálicos ainda podem estar ligados a 

diversos carboidratos subjacentes contribuindo para a diversidade das cadeias de glicanos 

(Figura 3). 

Com mais de 60 monossacarídeos estruturalmente diferentes, os ácidos siálicos 

(Sia) somam um grande subconjunto da família dos alfa-cetoácidos de nove carbonos 

chamados ácidos nonulosônicos 122. Embora o ácido 5-N-acetilneuramínico (Neu5Ac) 

seja o ácido siálico mais comum, a família Sia é composta de estruturas que variam no 



37 

 

carbono C-5, incluindo o ácido 5-N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) e 2-ceto-desoxi-

nonulosônico (Kdn), com um grupo hidroxila em C-5 123. Diversas modificações 

adicionais nos ácidos siálicos são geradas pela ação enzimática, por meio de reações que 

ocorrem principalmente no lúmen do Golgi e organelas relacionadas, assim como em 

sialoglicoconjugados maduros, como exemplo a O-acetilação e a sulfatação 124 (Figura 3, 

item 1). 

A diversidade também resulta das diferentes formas pelas quais os ácidos siálicos 

estão ligados às cadeias de glicano subjacentes (Figura 3) por meio de seu carbono 

anomérico C-2 na configuração α, comumente às posições C-3 ou C-6 da galactose, à 

posição C-6 de N-acetilgalactosamina, ou à posição C-8 ou C-9 de outro ácido siálico. As 

sialiltransferases (STs) geram cada um desses tipos de ligação (Figura 3, item 2). 

A maioria dos N-glicanos complexos e híbridos têm ramos resultantes da adição 

de Gal ao GlcNAc do core dos N-glicanos, produzindo o bloco de construção Galβ1-

4GlcNAc, conhecido como tipo 2 N-acetilactosamina (LacNAc), ou a adição de GalNAc 

ao GlcNAc produzindo antenas com uma extensão GalNAcβ1–4GlcNAc (LacdiNAc), 

estruturas essas que contribuem para a diversidade dos N-glicanos (Figura 3, item 3). 

Outro nível de variabilidade, além dos ácidos siálicos e os subsequentes 

carboidratos nas estruturas de glicanos, são as classes de glicanos adicionados às 

proteínas (Figura 3, item 4). Considerando que os glicanos são monossacarídeos ligados 

covalentemente por ligações glicosídicas, a forma como esses oligossacarídeos são 

montados compõem as classes de N- e O-glicanos. Ainda, considerando a ausência de um 

molde que indique os tipos de glicanos que são produzidos e seus locais específicos de 

ligação às proteínas, diferentes glicoformas de uma mesma proteína podem ocorrer 

devido à ligação de glicanos estruturalmente diferentes (microhetereogeneidade), ou que 

podem ocupar (em diferentes graus) os sítios de glicosilação das proteínas 

(macroheterogeneidade) 125,126 (Figura 3, item 5). 

A microheterogeneidade dos oligossacarídeos em um único sítio de glicosilação pode 

resultar da competição entre as glicosiltransferases na linha de montagem na 

endomembrana do RE e Complexo de Golgi; assim, a extensão da ramificação origina-se 

da competição das diferentes glicosaminiltransferases 127. A variedade em suas atividades 

produzirá várias antenas, assim como a transferência dos glicanos, para um sitio putativo 

de glicosilação nem sempre pode ocorrer, devido a restrições conformacionais durante o 

dobramento da glicoproteína (macroheterogeneidade) 96,128. Dessa forma a regulação 

específica da produção dos glicanos e sua transferência para as proteínas é o resultado da 
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combinação de muitos fatores, podendo variar entre espécies e tipos de células, de acordo 

com o momento metabólico e do conjunto das glicotransferases/glicosidases expressas 

durante a biossíntese do glicano. 

Figura 3. Níveis hierárquicos de complexidade das estruturas de glicanos a partir dos ácidos siálicos 

presentes nas porções terminais e sua contribuição para a micro- e macro-heterogeneidade de 

glicoproteínas. Figura baseada em Varky e colaboradores 124. 

 

Os ácidos siálicos são dotados de uma rica diversidade dentro de um único 

monossacarídeo, do qual a evolução usou para mascarar os glicanos subjacentes, modular 

o ambiente biofísico e para aprimorar o reconhecimento específico por proteínas que 

medeiam os processos biológicos. Dessa forma, os ácidos siálicos desempenham diversas 

funções no organismo, podendo ter funções que não são mutuamente exclusivas 124,129,130. 
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Segundo resultados obtidos em um estudo de nosso grupo, a análise 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 presença de 

ácido siálico na maior parte das 52 composições de N-glicanos identificadas 131. Somado 

a esse resultado, Andrade-Silva e colaboradores 41 identificaram também em seu trabalho 

uma grande quantidade de glicoproteínas que se ligaram a uma lectina que reconhece 

especificamente ácido siálico (Wheat Germ Agglutinin), confirmando assim a presença 

desse epítopo na porção glicosídica das glicoproteínas de venenos de Bothrops, fator que 

deve ter contribuído para a solubilidade das proteínas e favorecido o pH levamente ácido, 

típico dos venenos. Lin e colaboradores 132 observaram a importância da presença de 

ácido siálico no reconhecimento e nas propriedades farmacocinéticas de uma 

serinoprotease com alta atividade fibrinogenolítica do veneno da serpente 

Deinagkistrodon acutus. Da mesma forma, Chen e colaboradores 133 perceberam que os 

resíduos terminais de ácido siálico exercem grande influência sobre a atividade 

enzimática das proteases, como no caso da metaloprotease de D. siamensis, que mostrou 

uma diminuição da sua atividade sobre o fibrinogênio, após o processo de remoção de 

ácido siálico. 

 

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

A composição dos venenos pode fornecer informações importantes a respeito da 

história evolutiva de espécies congêneres. De fato, diversos trabalhos têm utilizado 

abordagens proteômicas na tentativa de compreender quais os mecanismos regem a 

variação da composição dos venenos. Como exemplo, estudos envolvendo o veneno de 

B. jararaca mostraram a clara existência de variabilidade ontogenética e sexual 16,85,134, e 

geográfica 135,136. No caso de B. atrox há a observação de paedomorfismo, onde as 

características de venenos de espécimes juvenis são mantidas nos indivíduos adultos e 

essa diferença está intimamente relacionada as diferenças de localização geográfica do 

habitat 137. Outro trabalho a respeito da variabilidade entre as espécies do gênero 

Bothrops, foi realizado por Paes Leme e colaboradores 138 que objetivou a comparação 

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 

específicos, análise por eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Para a 

análise dos sub-proteomas de proteínas 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 139 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 classificação filogenética por si só 

não estava diretamente ligada à composição proteômica do veneno. Porém diferente do 

que foi observado por Sousa e colaboradores, Andrade-Silva e colaboradores 41 

mostraram que as glicoproteínas dos venenos contribuem para a formação da assinatura 

proteômica de venenos sete espécies do gênero Bothrops analisadas, refletindo um 

agrupamento entre as espécies que espelhou exatamente a organização taxonômica 

descrita por Fenwick e colaboradores 25.  

Estes e outros estudos têm apontado para variabilidade significativa que ocorre 

em venenos de serpentes, porém as bases moleculares da variabilidade estrutural, gerada 

por modificações pós-traducionais, tais como a glicosilação, ainda são pouco conhecidas, 

assim como as relações com processos de seleção e adaptação 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 gênero Bothrops com foco em seus sub-proteomas de glicoproteínas. Para 

tanto, os seguintes objetivos específicos foram propostos:  

 

1- Identificar por espectrometria de massas as glicoproteínas com afinidade pelas 

lectinas SNA (Sambucus nigra aglutinina), MAL I (Maackia amurensis leukoaglutinina) 

e PHA-E (Phaseolus vulgaris eritroaglutinina) presentes em venenos do gênero 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 ácido siálico presente na porção de carboidratos das proteases 

de venenos de Bothrops em suas atividades enzimáticas (amidolítica, coagulante do 

plasma, fibrinogenolítica e gelatinolítica), assim como na degradação de proteínas do 

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

 

3.1 Venenos 

Os venenos das espécies do gênero 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 Núcleo Estratégico de 

Venenos e Antivenenos (NEVAS) do Instituto Butantan. 

 

3.2 Obtenção do plasma humano 

O uso do plasma humano foi aprovado pela Comissão de Ética Nacional em 

Pesquisa, conforme CAAE: 04612318.9.0000.0086. O sangue humano foi coletado de 

voluntários homens, saudáveis, com idade entre 20 e 30 anos, em tubo plástico contendo 

solução de citrato de sódio na concentração final de 0,38%, e centrifugado a 1.000 g, por 

10 min, a 4 °C, para obtenção do plasma. Para o ensaio de atividade coagulante, amostras 

de plasma de cinco doadores foram combinadas em um pool. Para o ensaio de incubação 

de plasma com o veneno de B. jararaca foi utilizado um pool de 3 doadores. Em todos 

os casos, as amostras de plasma foram armazenadas a -80 °C até a utilização. 

 

3.3 Quantificação de proteínas 

A quantificação de proteínas presentes nos venenos e de suas respectivas frações 

foi realizada utilizando o reagente de Bradford 140 e uma curva padrão de albumina sérica 

bovina (Sigma-Aldrich). 

 

3.4 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 

Para a visualização do perfil proteico das amostras foi realizada a eletroforese em 

gel de SDS-poliacrilamida (12%), como descrito por Laemmli 141. Foram utilizados géis 

nas dimensões de 10 cm x 8 cm x 1.5 mm e um sistema de eletroforese Hoefer (GE 

Healthcare). As corridas eletroforéticas ocorreram à temperatura ambiente sob voltagem 

constante (150 V) e as proteínas foram coradas com nitrato de prata seguindo o método 

de (Mortz et al., 2001) ou, alternativamente, com o Coomassie Blue Coloidal [(NH4)2SO4 

8%, ácido fosfórico 0,68%, Coomassie Brilliant Blue-G250 (Sigma) 0,08%, metanol 

25%]. Para as análises em condições redutoras o β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) foi 

utilizado como agente redutor. 
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3.5 Análise dos glicoproteomas de venenos do gênero 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 resíduos de ácido siálico na posição α2-6 (Neu5Ac(α2-6)Gal/ GalNAc) 

(Shibuya e colaboradores, 1987), e Phaseolus vulgaris eritroaglutinina (PHA-E-agarose), 

que reconhece uma estrutura de N-glicano do tipo complexo (Galβ1-4GlcNAcβ1-

2Manα1-6 (GlcNAcβ1-4) (GlcNAcβ1-2Manα1-3) Manβ4) na qual um resíduo de N-

acetilglicosamina encontra-se bissecado (bisecting GlcNAc) 143. 

As resinas (SNA-agarose e PHA-E-agarose- Vector Laboratories) (1 mL) foram 

acondicionadas em seringas de 3 mL, contendo na porção inferior um disco de papel e 

uma fina camada de lã de vidro. 

 

3.5.1.1 Sambucus nigra aglutinina (SNA) 

Após o preparo das colunas cromatográficas, a resina SNA-agarose (3 mg 

lectina/ml gel - >1,5 mg fetuína/ml gel - capacidade de binding) foi pré-equilibrada em 

tampão HEPES salina (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) contendo CaCl2 0,1 mM, pH 7,5, 

de acordo com as instruções do fabricante.  

Para a cromatografia, amostras de veneno contendo 20 mg de proteínas (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 tampão de equilíbrio e 

aplicadas à coluna cromatográfica. A incubação ocorreu à temperatura ambiente por 20 

min, com agitações periódicas da solução a cada 5 min por meio de perturbação do 

sistema bifásico manualmente, com o auxílio de pipeta. A fração de proteínas não retidas 

em cada cromatografia foi coletada por meio da lavagem da resina com 15 mL do tampão 

de equilíbrio. Durante todo o processo, houve o monitoramento da absorbância das 

frações eluídas, em espectrofotômetro, a 280 nm. Após a eluição das proteínas que não 

interagiram com a lectina, a solução comercial Glycoprotein eluting solution for sialic 

acid-binding lectins – ES-7100 (Vector Laboratories) foi aplicada para a eluição das 

proteínas retidas na resina, em 4 alíquotas sequenciais de 1 mL, que interagiram com a 

resina por 10 min. 
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Ao final do procedimento, duas frações foram obtidas: das proteínas não 

reconhecidas pela lectina (fração não retida), e das proteínas reconhecidas e retidas na 

resina (fração retida). 

As proteínas presentes na fração retida foram concentradas e dessalinizadas por 

precipitação, utilizando-se uma mistura de acetona gelada e metanol. Para este 

procedimento foi utilizada a proporção 8:1 (v:v) de acetona:metanol, com incubação 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 μL de tampão HEPES 10 mM, pH 

8. 

Ambas as frações foram submetidas à quantificação de proteínas pelo método de 

Bradford, avaliação do perfil eletroforético de proteínas por eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida, digestão com tripsina (3.5.3.1) e análise 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 l- 7,5 mg tiroglobulina/ml gel - capacidade de binding) utilizou-se o 

tampão de equilíbrio HEPES salina (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) contendo CaCl2 0,1 

mM e MnCl2 0,1 mM, pH 8,0. Após o condicionamento da resina, de acordo as instruções 

do fabricante, amostras contendo 20 mg de proteínas dos venenos do gênero Bothrops 

(como descrito em 3.5.1.1.) foram aplicadas à coluna cromatográfica. A incubação 

ocorreu à temperatura ambiente por 20 min, com agitações periódicas da solução a cada 

5 min por meio de perturbação do sistema bifásico manualmente, com o auxílio de pipeta. 

A fração de proteínas não retidas em cada cromatografia foi coletada por meio da lavagem 

da resina com 15 mL do tampão de equilíbrio. Durante todo o processo, houve o 

monitoramento da absorbância das frações eluídas, em espectrofotômetro, a 280 nm. Em 

seguida, as proteínas retidas na resina foram eluídas com a aplicação de 4 alíquotas 

sequenciais de 1 mL de ácido acético 100 mM, pH 3, que interagiram com a resina por 

10 min. 

As proteínas que interagiram com a lectina foram concentradas por centrifugação 

a vácuo. Após esta etapa, as proteínas foram ressuspendidas em 50 μL de tampão HEPES 

10 mM, pH 8,0, com posterior ajuste do pH para 8,0, utilizando solução NaOH 100 mM. 

Ao final desse processo, as amostras obtidas foram submetidas à quantificação de 

proteínas pelo método de Bradford, avaliação do perfil eletroforético de proteínas por 
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eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, digestão com tripsina (3.5.3.1), e análise por 

espectrometria de massas (3.5.4). 

 

3.5.2 Ensaio de pull down de Maackia amurensis leukoaglutinina (MAL I) com 

venenos do gênero Bothrops 

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

instruções do fabricante da resina Streptavidin-SepharoseTM High Performace (GE 

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

ilustrado na Figura 4. 
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Figura 4. Ilustração das etapas do ensaio de pull down realizado entre a lectina MAL I biotinilada e venenos do gênero Bothrops. 
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As amostras de venenos do gênero Bothrops (800 μg de proteínas) foram 

solubilizadas em tampão de equilíbrio (HEPES 10 mM, pH 7,5) e incubadas com 40 μg 

da lectina MAL I biotinilada, por 30 min, a 20 °C. Após a incubação, a mistura foi 

adicionada a 20 μL da resina estreptavidina-Sepharose previamente lavada com 50 

volumes de tampão de equilíbrio. A interação entre a resina e a mistura de proteínas de 

veneno e MAL I biotinilada ocorreu por 90 min, a 4 °C, sob constante agitação. Como 

controle negativo do ensaio foi utilizada a mesma quantidade de veneno (800 μg) com a 

resina de estreptavidina-Sepharose (20 μL), e como controle positivo, a mesma 

quantidade de lectina MAL I biotinilada (40 μg) com a resina de estreptavidina-

Sepharose, nas mesmas condições do ensaio. 

Após as etapas de incubação, a resina foi lavada e centrifugada a 4.000 g por 5 

min, com 4 volumes de 300 μL do tampão de equilíbrio. Em paralelo, o processo de 

lavagem foi monitorado pela determinação da absorbância das amostras em 

espectrofotômetro, em 280 nm, com o objetivo de confirmar total remoção das proteínas 

que não foram capturadas pela estreptavidina-Sepharose. 

Ao final do procedimento, o volume correspondente a 10 μL de resina foi 

submetido à eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida para visualização dos perfis das 

proteínas retidas na resina. A identificação das proteínas que interagiram com a lectina 

MAL I foi realizada por digestão em gel com tripsina, como descrito no item 3.5.3.2., e 

análise por espectrometria de massas (3.5.4). 

 

3.5.3. Digestão tripsínica de proteínas 

 

3.5.3.1 Digestão tripsínica em solução 

Para a digestão das proteínas com tripsina em solução foi utilizado o método 

descrito por Kinter e Sherman 144. Neste protocolo, a desnaturação e redução das pontes 

de dissulfeto das proteínas 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 proteínas do veneno (30 μg) foram dissolvidas em 50 μL do tampão 

desnaturante (6 M ureia em Tris-HCl 100 mM, pH 8) e logo após reduzidas com a adição 

de 5 μL da solução redutora (DTT 20 mM em Tris-HCl 100 mM, pH 8) por 1 h, à 

temperatura ambiente. Em seguida a reação de carbamidometilação das cisteínas foi 

realizada pela adição de 10 μL da solução alquilante (iodoacetamida 20 mM em Tris-HCl 
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100 mM, pH 8) e posterior incubação à temperatura ambiente, por 1 h, protegida da luz. 

Ao final do procedimento, o excesso de iodoacetamida foi consumido pela adição de 10 

μL da solução de DTT por 1 h de incubação, à temperatura ambiente. 

Com o objetivo de reduzir a concentração de uréia para 600 mM, 630 μL de água 

deionizada foram adicionados. O pH da amostra foi conferido e ajustado para 

aproximadamente 8. A proporção utilizada de tripsina:substrato foi de 1:50 (m/m) 

(Sigma-Aldrich) e a reação foi mantida a 37 ºC por 16 h. 

A eficiência da digestão das proteínas foi avaliada por eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida (12%), e após a confirmação da digestão total das proteínas presentes na 

amostra, os peptídeos resultantes foram dessalinizados utilizando a metodologia de 

StageTips, descrita por Rappsilber e colaboradores 145, na qual 3 discos de membranas 

SDB-XC (Empore) foram utilizados para dessalinizar as amostras. 

O material recuperado das StageTips foi seco por centrifugação a vácuo e 

dissolvido em 30 μL ácido fórmico 0,1%. Posteriormente a concentração de peptídeos foi 

estimada utilizando uma curva padrão construída com concentrações crescentes de 

peptídeos tripsínicos de soro albumina bovina (Sigma-Aldrich). A leitura da absorbância 

das soluções foi realizada no comprimento de onda de 214 nm, utilizando o instrumento 

NanoVue Plus (GE Healthcare). A solução de peptídeos foi reservada para identificação 

por LC-MS/MS. 

 

3.5.3.2. Digestão tripsínica em gel 

Para a digestão das proteínas com tripsina em gel foi utilizado o método descrito 

por Hanna e colaboradores 146, com algumas modificações. As soluções utilizadas foram 

preparadas no momento do uso. 

Os fragmentos de géis recortados foram incubados em 500 μL de solução de 

metanol 50% contendo ácido acético 5%, por 2 h, em temperatura ambiente. Em seguida, 

essa solução foi removida e mais 500 μL dessa solução foram adicionados aos fragmentos 

de gel por uma hora. A etapa de desidratação ocorreu pela incubação por 10 min (2 vezes 

por 5 min) em 200 μL de acetonitrila (100%). Após a remoção dessa solução e evaporação 

do excesso de solução no sistema de centrifugação a vácuo, os pedaços de gel foram 

reidratados por 30 min em 30 μL da solução redutora DTT (ditiotretiol 10 mM em 

bicarbonato de amônio 100 mM). Decorrido o tempo de reidratação, na presença de DTT, 

a solução foi retirada e os fragmentos de gel foram incubados por 30 min, em 30 μL, com 

a solução alquilante IAA (iodoacetamida 50 mM em bicarbonato de amônio 100 mM). 
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Em seguida, a solução IAA foi removida e os géis foram lavados com 100 μL de 

bicarbonato de amônio 100 mM. Após essa etapa, 200 μL de acetonitrila foram 

adicionados, e após 5 min removidos. A reidratação ocorreu com a adição de 100 μL 

bicarbonato de amônio 100 mM por 10 min e uma nova desidratação ocorreu com adição 

de 200 μL de acetonitrila 100% por 5 min, sendo essa etapa realizada duas vezes. Logo 

após a retirada de acetonitrila, os fragmentos de gel foram reidratados com 30 μL de uma 

solução de tripsina (Sigma), na concentração de 20 ng/μL em bicarbonato de amônio 50 

mM. Essa mistura permaneceu no gelo por 30 min e em seguida o gel foi coberto pela 

adição de bicarbonato de amônio 50 mM, e os tubos contendo os fragmentos de gel foram 

incubados a 37 ºC, por 16 h. 

A extração dos peptídeos gerados pela tripsina ocorreu com a adição de 30 μL da 

solução de ácido fórmico 5% e incubação dos pedaços do gel por 10 min à temperatura 

ambiente. Em seguida, a solução contendo os peptídeos foi transferida para um novo tubo, 

e uma nova extração foi realizada com a adição de 12 μL de uma solução de ácido fórmico 

5% em acetonitrila 50%. Após incubação por 20 min (duas vezes por 10 min), a solução 

com os peptídeos foi armazenada juntamente com a solução anterior de extração, ficando 

ambas armazenadas no mesmo tubo. Essa solução final (que representa o sobrenadante 

das duas extrações) foi concentrada por centrifugação à vácuo e os peptídeos resultantes 

foram ressuspendidos em 20 μL de ácido fórmico 0,1%, para posterior identificação por 

LC-MS/MS. 

 

3.5.4 Identificação de proteínas por espectrometria de massas 

Em ambos os processos de digestão das proteínas (digestão tripsínica em solução 

e digestão em gel) os peptídeos obtidos foram submetidos à análise por espectrometria de 

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

um sistema de nanoLC Easy II (Proxeon), como descrito a seguir. 

 

3.5.4.1 LC-MS/MS 

Os peptídeos oriundos da digestão com tripsina em solução, após quantificados, 

foram injetados em volumes correspondentes a 3 μg em uma pré-coluna com dimensões 

de 50 mm x 100 μm (respectivamente, comprimento e diâmetro interno), empacotada 

com resina C18 de esfera de 5 μm (Phenomenex). 

A separação cromatográfica dos peptídeos ocorreu em uma coluna analítica de 

dimensões 150 mm x 75 μm (respectivamente, comprimento e diâmetro interno), 
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preenchida com beads de C-18 de 3 μm (Phenomenex). As colunas utilizadas nesse 

sistema foram preparadas no Laboratório Especial de Toxinologia, utilizando capilar de 

sílica fundido (quartzo amorfo; Polymicro Tecnologies) e um sistema de preenchimento 

de colunas. 

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

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

Assim, os peptídeos após serem carregados na coluna analítica foram eluídos por meio 

de um gradiente cromatográfico com duração de 90 min, a uma vazão de 200 nL/min. O 

sistema partiu de uma concentração 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 condição. 

Por fim, o sistema retornou para a condição 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 três corridas de LC-MS/MS (réplicas 

técnicas). 

Para a análise dos peptídeos oriundos da tripsinização em gel, o volume 

correspondente a 15 μL foi injetado na coluna e após o carregamento da amostra, a eluição 

dos peptídeos ocorreu utilizando um gradiente cromatográfico de 30 min. O sistema 

partiu de uma concentração de 5% de B e levou 20 min para atingir 95% de B, depois 

permaneceu por mais 5 min nesta condição, retornando para a condição inicial em 5 min. 

Para a obtenção dos espectros de MS, a voltagem do spray de ionização foi 

configurada para 2.0 kV e o espectrômetro de massas foi operado no modo Data 

Dependent Acquisition (DDA) no qual o MS1 (ou full MS scan) foi adquirido utilizando 

a faixa de m/z 200-2000 para varredura com resolução de 30.000 no modo FTMS. A 

fragmentação dos dez íons mais intensos de cada MS1 foi realizada por CID (collision 

induced dissociation) e os fragmentos analisados no ion trap. A configuração da janela 

de isolamento, tempo de ativação e energia normalizada de colisão foram, 

respectivamente, 2 m/z, 10 ms e 35%. O tempo de exclusão dinâmica foi ajustado para 

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

valor de m/z. 

 

3.5.4.2 Análise bioinformática 

Os arquivos brutos (raw files) gerados pela análise por LC-MS/MS foram 

submetidos à análise bioinformática utilizando o programa PEAKS X+ (Bioinformatics 
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Solutions). As buscas foram realizadas utilizando o banco de dados das sequências 

anotadas na taxonomia “Serpentes + Venom” do Uniprot (acessado em 15/10/2020; 

http://www.uniprot.org/; 115.910 sequências) além de 79 sequências obtidas pelo 

sequenciamento dos transcritos da glândula de veneno de B. jararaca 81. 

Para a análise dos peptídeos provenientes da reação com tripsina, os valores de 

tolerância escolhidos para as massas monoisotópicas considerados foram de 10 ppm para 

os eventos de MS e 0,6 Da para os eventos de MS/MS, considerado os íons com carga 

+2, +3 e +4. Como modificação variável foi escolhida a oxidação da metionina e como 

modificação fixa a carbamidometilação de resíduos de cisteína. A enzima de escolha foi 

a tripsina, com a tolerância de no máximo 2 clivagens perdidas. O modo de pesquisa 

“merged” foi habilitado para a análise. 

Os peptídeos 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 pontuação 

dos peptídeos identificados pelo sequenciamento de novo foram consideradas apenas 

identificações com score de novo only superior a 70%. 

Em relação as proteínas analisadas foram consideradas somente aquelas com valor 

de -10 lgP ≥ 20 e identificadas por pelo menos dois peptídeos únicos. Como observado 

em proteomas complexos, como os de venenos de serpentes, os peptídeos podem ser 

compartilhados entre proteínas homólogas, levando a necessidade de classificá-las como 

“grupos de proteínas”. Para cada grupo de proteína identificado no PEAKS, a primeira 

entrada de proteína foi considerada como representante. 

 

3.5.5 Comparação de sub-proteomas de proteínas de venenos do gênero Bothrops 

reconhecidas por lectinas 

Os sub-proteomas identificados pela análise por digestão tripsínica e LC-MS/MS 

das proteínas obtidas por cromatografia de afinidade com lectinas (SNA e PHAE) e por 

ensaio de pull-down (MAL I) foram analisados segundo sua composição, de forma a 

classificar os venenos em agrupamentos hierárquicos, de acordo com a presença ou 

ausência de proteínas identificadas em cada veneno. 

Para a geração dos heat maps foram geradas listas de códigos de acesso das 

proteínas agrupadas por veneno. A partir das tabelas que indicaram a presença ou 

ausência de cada proteína nos venenos avaliados, utilizou-se a função heatmap.2 147 do 

programa R, para produzir os gráficos de clusterização dos venenos a partir das proteínas 

identificadas. 
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Ainda, para a comparação das proteínas identificadas, oriundas das 

cromatografias de afinidade e pelo ensaio de pull down, foram criados gráficos de 

intersecção, gerados pelo pacote UpSetR 148, utilizando a linguagem de programação R. 

 

3.5.6 Detecção de glicoproteínas por blot de lectina 

Como metodologia complementar às abordagens de enriquecimento de 

glicoproteínas por afinidade à lectinas (cromatografia de afinidade e pull down) foram 

realizados ensaios de blot utilizando lectinas marcadas. 

Para a detecção de glicoproteínas contendo resíduos de ácido siálico foi utilizado 

o kit DIG Glycan Differetiantion (Roche) que contêm as lectinas SNA e Mackia 

amurensis aglutinina MAA (mistura de MAL I e II) marcadas com digoxigenina; e para 

a detecção de glicoproteínas contendo a estrutura bisecting GlcNAc foi utilizada a lectina 

PHA-E marcada com biotina e a estreptavidina-peroxidase (Vector Laboratories). 

Para as análises de blot, usando o kit DIG Glycan Differentiation, amostras de 

venenos de Bothrops (30 μg) foram submetidas à separação eletroforética em géis de 

SDS-poliacrilamida (12%) e transferidas eletroforeticamente para uma membrana de 

nitrocelulose (GE Healthcare) em uma cuba miniVE, preenchida com tampão de 

transferência (Tris-HCl 25mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,0037%). A 

transferência ocorreu sob voltagem fixa de 20 V por 16 h. Após este período, as 

membranas foram imersas em solução de Vermelho de Ponceau 0,5% em ácido acético 

1%, para verificar a correta transferência das proteínas. Após, três etapas de lavagem com 

TBS (Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,15M, pH 7,5) por 10 min, as membranas foram 

bloqueadas por 16 h, a 4 ºC, em solução bloqueadora para evitar ligações inespecíficas. 

Após esta etapa, a membrana foi lavada com solução de TBS e incubada com as lectinas 

MAA ou SNA marcadas com digoxigenina, nas proporções de, respectivamente, 1:200 e 

1:1000. A incubação ocorreu em tampão TBS contendo MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM e 

MnCl2 1 mM, por 90 min, à temperatura ambiente. Após a lavagem, as membranas foram 

incubadas por 60 min com anticorpo anti-DIG (digoxigenina) conjugado com fosfatase 

alcalina (1:1000 em TBS), seguido por três etapas de lavagem e posterior coloração com 

substrato NBT/BCIP (1:50 em Tris-HCl 0,1 M, MgCl2 0,05 M e NaCl 0,1 M, pH 9,5). 

Para os ensaios utilizando a lectina PHA-E biotinilada, 15 μg dos venenos de 

Bothrops foram submetidos à separação eletroforética e posteriormente transferidas como 

descrito acima. Após confirmação da transferência, a membrana foi lavada com tampão 

PBS (Tampão fosfato de sódio monobásico 0,05 M, fosfato de sódio dibásico 0,05M, 
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NaCl 0,15 M) e bloqueada por 60 min utilizando PBS contendo leite desnatado (1%). 

Após a etapa de bloqueio e lavagem da membrana, esta foi incubada por 3 h com a lectina 

PHA-E (2 mg/mL) diluída na proporção (1:10.000) em PBS contendo 0,1 mM CaCl2. Na 

sequência, após lavagem da membrana, a mesma foi incubada por 1 h, com a solução de 

estreptavidina-peroxidase (1 mg/mL) na proporção (1:2.000 em PBS), seguido por três 

etapas de lavagem e posterior revelação da membrana utilizando o substrato de 

quimioluminescência para detecção de atividade de peroxidase (Horseradish Peroxidase) 

do kit Western Sure® Premium (LI-COR). 

 

3.6 Efeito da remoção enzimática de ácido siálico na atividade proteolítica de 

venenos do gênero Bothrops 

 

3.6.1 Reação de dessialilação de glicoproteínas 

Para avaliar o papel dos resíduos de ácido siálico nas atividades enzimáticas das 

proteases de venenos do gênero Bothrops, estes foram tratados com a enzima α2-3,6,8,9 

Neuraminidase A (New England BioLabs), em condições não desnaturantes. 

A reação de dessialilação ocorreu conforme instruções do fabricante, com 

algumas modificações, utilizando tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,5 contendo 5 

mM de CaCl2. A incubação das proteínas dos venenos com a enzima α2-3,6,8,9 

neuraminidase A ocorreu na proporção 1:5 (µg proteínas:U da enzima) por 16 h, a 37 ºC. 

Como controle negativo, as amostras de veneno foram submetidas à mesmas condições 

de incubação, porém sem a adição de enzima. Após a reação, amostras de 5 µg de cada 

veneno (controle e tratado) foram submetidas à eletroforese em gel de SDS-

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

 

3.6.2 Avaliação da remoção de ácido siálico pela neuraminidase 

Para avaliar o resultado da dessialilação das glicoproteínas dos venenos pela 

enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase, além da eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, 

realizou-se o ensaio de blot de lectina, no qual lectinas que reconhecem ácido siálico nas 

posições α2-3 e α2-6 foram utilizadas para detectar a presença destes monossacarídeos 

nas glicoproteínas. 
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3.6.3 Atividade gelatinolítica 

 

3.6.3.1 Análise por incubação em solução 

A atividade gelatinolítica em solução foi realizada utilizando o kit EnzCheck 

Gelatinase/Collagenase Assay (Invitrogen). Amostras de venenos do gênero Bothrops (1 

μg) não tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase foram incubadas com 

5 μg de gelatina conjugada com fluoresceína em tampão M Tris-HCl 0,05, NaCl 0,15 M, 

CaCl2 5 mM, pH 7,6, em volume total de reação de 200 μL. Para o controle positivo da 

atividade gelatinolítica foi utilizada a colagenase de Clostridium, na concentração final 

de 0,1 U/mL. Como controle negativo foi utilizada a neuraminidase na mesma 

concentração presente na incubação com os venenos. A reação foi realizada em triplicata, 

com incubação a 37 ºC, no escuro. A fluorescência 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 excitação em 480 nm e emissão em 530 nm. A 

análise foi realizada em triplicata. 

 

3.6.3.2 Análise por zimografia 

A atividade gelatinolítica por zimografia foi avaliada utilizando-se géis de SDS-

poliacrilamida (12%) polimerizado com gelatina (1mg/mL). Amostras de venenos do 

gênero Bothrops não tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase (25 μg) 

foram submetidas à eletroforese. Neste caso, as proteínas foram apenas submetidas à 

desnaturação com SDS e não tiveram suas pontes de dissulfeto reduzidas. Após a corrida 

eletroforética, os géis foram incubados por 30 min em solução Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, 

contendo Triton X-100 2,5%, para remoção do SDS. Em seguida, estes foram lavados por 

10 min com água destilada e imersos na solução de incubação para atividade proteolítica 

(Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, CaCl2 10 mM, NaCl 200 mM e Igepal 0,02%), por 18 h, a 37 

ºC. Os géis foram submetidos ao processo de revelação utilizando o corante Comassie 

Brillant Blue R-250 (Sigma-Aldrich). A atividade proteolítica foi verificada pelo 

aparecimento de bandas mais claras no gel, contrastando com o fundo azul, resultado da 

digestão do substrato presente na matriz poliacrilamida-gelatina. 

 

3.6.4 Atividade amidolítica 

A atividade amidolítica foi determinada utilizando o substrato cromogênico 

Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (L-BAPNA) (Sigma-Aldrich). Amostras de venenos não 
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tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase, 5 μg (B. cotiara, B. fonsecai, 

B. insularis e B. neuwiedi), 10 μg (B. jararaca), 20 μg (B. jararacussu e B. moojeni) e 30 

μg (B. atrox e B. erythromelas) foram incubadas com Bz-Arg-pNA 2 mM, em tampão 

Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, em volume final de 450 μL, a 37 ° C, por 30 min. A reação foi 

interrompida pela adição de 50 μL de ácido acético 30%, e a liberação de p-nitroanilina 

monitorada a 405 nm em espectrofotômetro. A atividade amidolítica foi calculada 

considerando a absorbância molar de 10.200 M-1 cm-1 para a p-nitroanilina. A atividade 

amidolítica específica foi expressa como nmol Bz-Arg-pNA hidrolisado por minuto por 

mg de proteína. A análise foi realizada em triplicata. 

 

3.6.5 Atividade fibrinogenolítica 

A atividade fibrinogenolítica foi determinada de forma qualitativa, pela 

visualização do perfil eletroforético do fibrinogênio após incubação com amostras dos 

venenos não tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase, e de forma 

quantitativa, pela mensuração dos produtos de hidrólise. 

 

3.6.5.1 Análise por incubação em solução 

A atividade fibrinogenolítica em solução foi determinada conforme descrito por 

Oliveira e colaboradores 149 . Amostras de venenos não tratados e tratados com a enzima 

α2-3,6,8,9-neuraminidase, 2 μg (B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi, B. 

insularis, B. atrox e B. fonsecai) e 4 μg (B. erythromelas e B. cotiara) foram incubadas 

com 500 μg de fibrinogênio humano (Sigma-Aldrich), em tampão Tris-HCl 0,1 M, CaCl2 

0,01 M, pH 8,8, em volume final de 95 μL. A reação foi realizada por 30 min, a 37 °C e 

interrompida com a adição de 5 μL de ácido tricloroacético 50%. A mistura foi 

centrifugada a 10.000 g durante 15 min, a 4° C, e a absorbância do sobrenadante foi 

mensurada em um espectrofotômetro a 280 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 100 

μL. A unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de veneno que gerou um 

aumento de uma unidade de absorbância por minuto a 280 nm. A atividade proteolítica 

específica foi expressa em U/min/mg de proteína. A análise foi realizada em sextuplicata. 

 

3.6.5.2. Análise da hidrólise do fibrinogênio por eletroforese 

Fibrinogênio humano (Sigma) foi dissolvido em NaCl 0,15 M, obtendo-se a 

concentração final de 10 mg/mL. Para o ensaio de hidrólise, amostras de venenos não 

tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase foram adicionadas na 
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proporção enzima:substrato (1:500) (50 ng veneno:25 μg fibrinogênio) em tampão Tris-

HCl 0,1 M, CaCl2 0,01 M, pH 8,8. 

As amostras foram incubadas a 37 °C durante 30 min e a reação enzimática foi 

interrompida pela adição de tampão desnaturante e redutor para eletroforese (Laemmli, 

1970). Uma amostra de fibrinogênio, usada como controle, foi incubada sem veneno em 

condições idênticas de concentração, 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 determinação da atividade coagulante de venenos do gênero Bothrops sobre o 

plasma foi realizada de acordo com Theakston e colaboradores 150, que definiram a Dose 

Mínima Coagulante (DMC) como a menor quantidade de veneno capaz de coagular uma 

solução padronizada de plasma citratado em 60 s, a 37 ºC. 

Para o ensaio de determinação da Dose Mínima Coagulante (DMC) de venenos 

não tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase, foram utilizados 100 μL 

de solução de veneno em diferentes concentrações (obtidas através de diluições seriadas) 

adicionados a 200 μL de plasma humano, contendo 0,38% de citrato de sódio. A reação 

ocorreu a 37 ºC, utilizando o aparelho fibrômetro (BBL Fibrosystem, Becton Dickinson), 

o qual mensura o tempo necessário para a formação do coágulo. Para o cálculo da DMC 

de cada veneno, valores de tempo de coagulação e concentração 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 referência para a 

determinação da DMC dos venenos não tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-

neuraminidase, nas mesmas condições descritas acima. O plasma também foi incubado 

com 0,2 U/μL neuraminidase, como controle negativo da reação de coagulação. 

 

3.6.7. Análise estatística 

Os resultados das determinações de atividades enzimáticas foram expressos como 

média ± desvio-padrão. Para verificação de valores discrepantes foi utilizado o teste Z 

(Sigma Plot 11 versão 23.0), seguido da avaliação da distribuição normal dos dados. 

Atendido este critério, a análise estatística comparativa entre as atividades enzimáticas 

das amostras de venenos não tratados e tratados com a enzima α2-3,6,8,9-neuraminidase 
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(atividade gelatinolítica, fibrinogenolítica, amidolítica 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 remoção de resíduos de ácido siálico na atividade proteolítica do 

veneno de B. jararaca sobre o plasma humano 

 

3.6.8.1 Reação de dessialilação de glicoproteínas 

Para a reação de dessialilação, amostras de 50 µg do veneno de B. jararaca foram 

incubadas com 125 U da enzima α2-3,6,8,9 neuraminidase A (New England BioLabs), 

por 16 h, a 37 ºC. A reação ocorreu em condições não desnaturantes, em tampão acetato 

de sódio 50 mM, pH 5,5, contendo CaCl2 5 mM. Como controle negativo, as amostras de 

veneno foram incubadas nas mesmas condições, porém sem a adição de enzima. 

 

3.6.8.2 Incubação do plasma com o veneno dessialilado 

Após o tratamento do veneno com a neuraminidase, este foi incubado com plasma 

humano, para avaliação da atividade proteolítica. Para isso, 500 μL de plasma humano, 

contendo citrato de sódio 0,38%, e diluído com PBS 50 mM, pH 7,5 para a concentração 

de 10 mg/mL foram incubados com 50 μL de solução de veneno não tratado (C) e tratado 

com a neuraminidase (T) na concentração de 1 mg/mL, resultando na proporção de 1:100 

(m/m) entre as proteínas do veneno e do plasma. A reação de incubação ocorreu por 1 h, 

a 37 ºC, e posteriormente alíquotas de 20 μg das amostras foram utilizadas para 

comparação 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 proteínas plasmáticas foram liofilizadas e armazenadas a -20 ºC até o uso. 

Esse experimento foi realizado em triplicata, como descrito na Figura 5. 
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Figura 5. Ilustração do experimento realizado com pool de plasma humano e o veneno de B. jararaca não 

tratado e tratado com neuraminidase. A incubação do plasma com o veneno ocorreu a 37 ºC, por 60 min. 

Cada tubo foi considerado como um experimento independente. 

 

3.6.8.3 Análise da fração peptídica do plasma 

  

3.6.8.3.1. Preparação da fração peptídica para identificação  

 Para a análise da fração peptídica, 3 mg de cada amostra do plasma liofilizado 

foram ressuspendidos em 300 μL de tampão HEPES 100 mM, ureia 8 M, DTT 20 mM, 

pH 8,0. Após o processo de solubilização em temperatura ambiente por 15 min e 

quantificação das proteínas pelo método de Bradford, 150 μL de cada amostra foram 

submetidos à precipitação de proteínas pela adição de 150 μL de TCA 20%, seguida de 

incubação 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 à fração peptídica, foi 

submetido ao processo de dessalinização utilizando o sistema de Stage Tip descrita por 

Rappsilber e colaboradores (2003), no qual três membranas SDB-XC (Empore) foram 

utilizadas. Ao final do processo, as amostras foram secas por centrifugação a vácuo, e 

ressuspendidas em 20 μL de solução ácido fórmico 0,1%. 
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3.6.8.3.2 LC-MS/MS 

 Os peptídeos obtidos do plasma, após processo de precipitação e dessalinização, 

foram analisados no espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) 

acoplado a um sistema de nanoLC Easy II (Proxeon) utilizando uma coluna pré-analítica 

com dimensões de 50 mm x 100 μm (respectivamente, comprimento e diâmetro interno), 

empacotada com resina C18 de esfera de 5 μm (Phenomenex) e coluna analítica de 

dimensões 150 mm x 100 μm (respectivamente, comprimento e diâmetro interno), 

preenchida com beads de C-18 de 3 μm (Phenomenex). 

Uma alíquota de 18 μL da solução de peptídeos foi aplicada na coluna analítica e 

os seguintes parâmetros foram utilizados na cromatografia líquida e aquisição de dados 

pelo espectrômetro de massas: fluxo de 200 nL/min e um gradiente de 5 a 40% de 

acetonitrila (solvente B) em ácido fórmico 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 

cromatográfico de 70 min. A voltagem e a temperatura da fonte de ionização foram 

ajustadas para 1,5 kV e 200 °C, respectivamente, e o espectrômetro foi operado no modo 

DDA, no qual uma varredura de massas na região de m/z de 300 a 2000 foi realizada, 

com resolução de 60.000 no modo FTMS, seguida de dissociação induzida por colisão de 

maior energia (HCD) dos 10 íons mais intensos, com resolução de 30.000.  

 

3.6.8.3.3 Análise bioinformática 

As identificações dos peptídeos presentes na fração peptídica do plasma após 

incubação com os venenos não 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 validação estatística dos peptídeos 

identificados. Os arquivos brutos (raw files) referentes às análises de MS/MS foram 

submetidos à análise utilizando o banco de proteínas Uniprot restrito à taxonomia Homo 

sapiens (acessado em 15/07/2021; http://www.uniprot.org/; 26.564 sequências, 

considerando apenas as entradas anotadas e revisadas). Como parâmetros de busca foram 

utilizados: nenhuma enzima especificada para clivagem; modificações variáveis: resíduos 

de metionina oxidados (+15,9949 Da), acetilação de qualquer aminoácido N-terminal 

(+42,0105 Da) e deamidação de asparagina e glutamina (+0.9840 Da); tolerância de íon 

precursor de 10 ppm, tolerância de íon fragmentado de 0,6 Da. A estimação dos falso-

positivos foi feita pela busca de todos os espectros contra um banco de dados decoy, 
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criado pelo próprio programa PEAKS. Os peptídeos incluídos na análise apresentaram 

uma FDR ≤ 1% e para os peptídeos identificados pelo sequenciamento de novo foram 

consideradas apenas identificações com score de novo only superior a 70%. Para a 

comparação do degradoma de proteínas do plasma gerado pelo veneno de B. jararaca 

não tratado e tratado com a neuraminidase apenas peptídeos únicos e identificados nas 

três incubações independentes com o plasma foram considerados para a identificação das 

proteínas clivadas. 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Análise de glicoproteomas de venenos do gênero Bothrops 

Os glicoproteomas de nove venenos do gênero Bothrops foram caracterizados 

utilizando-se a abordagem experimental de enriquecimento de proteínas no qual lectinas 

com diferentes especificidades foram utilizadas para reconhecer glicanos presentes nas 

proteínas 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 gênero 

Bothrops: a presença de ácido siálico terminal na maioria dos N-glicanos, e a presença da 

estrutura bisecting GlcNAc apenas no veneno de B. cotiara 131. 

No presente estudo, dentre as lectinas utilizadas, duas estavam imobilizadas em 

agarose (SNA e PHA-E), o que permitiu a realização de cromatografias de afinidade. A 

outra lectina utilizada (MAL I) estava conjugada com biotina, o que nos levou a utilizar 

o sistema de interação biotina-estreptavidina para realizar o enriquecimento das 

glicoproteínas, utilizando a abordagem de pull down. 

 

4.1.1 Cromatografia de afinidade: Sambucus nigra aglutinina (SNA) 

Com o objetivo de explorar o conteúdo de glicoproteínas dos venenos do gênero 

Bothrops que apresentem resíduos de ácido siálico em suas estruturas de N-glicanos, foi 

utilizada a lectina Sambucus nigra aglutinina (SNA) imobilizada em agarose, 

considerando que esta lectina reconhece esses monossacarídeos na configuração 

NeuAcα-2,6-Gal/GalNAc. 

Os perfis cromatográficos de nove venenos do gênero Bothrops, mostrados na 

Figura 6, indicam que apenas uma pequena parte das proteínas interagiram com a resina 

de SNA-agarose. Porém, é possível destacar algumas diferenças entre os venenos 

analisados, como é o caso do veneno de B. jararacussu que mostrou um perfil de eluição 
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de proteínas diferente dos demais, com intensidades de absorbância das frações retidas na 

resina comparativamente mais altas do que o dos outros venenos, sugerindo a presença 

de uma maior proporção de proteínas 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 gênero Bothrops. 
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Os perfis cromatográficos, quando avaliados em relação à porcentagem de 

recuperação das proteínas (Tabela 1), reforçam as sutis diferenças no enriquecimento de 

proteínas pela SNA-agarose entre os venenos. A porção de proteínas retidas na resina 

representa uma pequena parte das proteínas totais dos venenos (menos de 0,3%), 

destacando-se apenas o veneno de B. jararacussu (0,5%). Esses resultados indicaram a 

baixa abundância de glicoproteínas reconhecidas pela SNA nesses venenos. No caso dos 

venenos de B. fonsecai, B. erythromelas e B. cotiara a recuperação de proteínas 

reconhecidas pela lectina foi ainda menor (< 0,08%). Em alguns casos, como o veneno 

de B. cotiara, foi realizado mais de um experimento de cromatografia de afinidade, para 

obter ao final a quantidade necessária de proteínas (30 µg), utilizadas para a identificação 

por espectrometria de massas (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Cromatografias de afinidade usando a resina SNA-agarose e venenos do gênero 

Bothrops. Quantificação de proteínas pelo método de Bradford. 

   B. atrox  B. cotiara  B. erythromelas   

  Cromatografia #1 Cromatografia #1 Cromatografia #2 Cromatografia #3 Cromatografia #1   

Veneno 18,61 mg 100% 16,88mg 100% 16,08 mg 100% 16,17 mg 100% 14,89 mg 100%   

Fração não retida  16,66 mg 89% 14,30 mg 84% 13,69 mg 85% 13,36 mg 79% 11,98 mg 81%   

Fração retida 0,050 mg 0,27% 0,011 mg 0,07% 0,009 mg 0,06% 0,011 mg 0,07% 0,003mg 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%  

Fração não retida  14,86 mg 87%   16,75 mg 95%   17,11 mg 92%  

Fração retida 0,006 mg 0,04%   0,036 mg 0,21%   0,053 mg 0,29%  

 

   B. jararacussu   B. moojeni    B. neuwiedi   

  Cromatografia #1   Cromatografia #1   Cromatografia #1   

Veneno 17,99 mg 100%   17,52 mg 100%   17,77 mg 100%   

Fração não retida  15,31 mg 85%   14,32 mg 82%   13,68 mg 77%   

Fração retida 0,103 mg 0,57%   0,042 mg 0,24%   0,053 mg 0,30%   

 

Quanto à abundância de proteínas que contêm ácido siálico na configuração α-2,6 

em venenos de Bothrops, podemos inferir, pelos valores de recuperação de proteínas nas 

frações retidas pela SNA-agarose, que se trata de uma forma pouco abundante de N-

glicano. Outro fator a ser considerado para a análise dos valores de recuperação é a perda 

inerente de proteínas no processo de precipitação e limpeza da amostra. 

Com relação ao perfil eletroforético das proteínas que interagiram com a resina de 

SNA-agarose (Figura 7), pode-se observar que os componentes que mostraram afinidade 

pela lectina foram diferentes entre os venenos, porém, na maioria dos perfis foi observada 

uma banda de proteína de ~14 kDa, embora com intensidade variável. Em venenos de 
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Bothrops, essas bandas correspondem a proteínas que não são glicosiladas, tais como 

fosfolipase A2 (PLA2) e lectinas do tipo C (CTL). 

 
Figura 7. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) de venenos do gênero Bothrops (10 

μg) submetidos à cromatografia de afinidade em resina de SNA-agarose. M: padrões de massa molecular. 

Proteínas coradas com nitrato de prata. 

 

Outra observação em relação aos perfis eletroforéticos foi que, na maioria dos 

casos, proteínas de massa molecular abaixo de 50 kDa se ligaram à 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 coloração. 

Quando os perfis eletroforéticos das proteínas eluídas das cromatografias de SNA-

agarose são comparados com aqueles utilizando outras lectinas 41 verifica-se que o 

conteúdo de proteínas que se ligaram à Concanavalina A-agarose, por exemplo, foi muito 

mais complexo e diversificado do que aquele das proteínas que interagiram com a SNA. 

Isso sugere que o repertório de glicoproteínas dos venenos de Bothrops seja mais rico em 

glicanos que contenham manose do que ácido siálico na posição α2,6. 

Para identificação, as proteínas retidas na resina de SNA-agarose foram 

submetidas à digestão por tripsina e analisadas por LC-MS/MS. Devido ao baixo rendimento 

das cromatografias de afinidade e a limitação de disponibilidade dos venenos de B. 

fonsecai e B. erythromelas, não foi possível realizar a identificação das proteínas retidas 

na resina, visto que o material obtido não foi suficiente (<30 µg). Dessa forma, a 

identificação das proteínas retidas se restringiu aos setes venenos restantes, cujas listas de 
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proteínas identificadas por espectrometria de massas são apresentadas nas Tabelas 

Suplementares 1 e 2. 

 

4.1.1.1 Identificação de proteínas 

A Tabela 2 apresenta um resumo da quantidade de grupos de proteínas 

identificados nas frações retidas na resina de SNA-agarose, de acordo com as classes de 

toxinas de venenos do gênero Bothrops. 

 

Tabela 2. Distribuição dos grupos de proteínas identificados nas frações de venenos do 

gênero Bothrops retidas nas cromatografias de afinidade na resina de SNA-agarose. 

 

A quantidade variável de grupos de proteínas identificados entre os venenos 

mostra como as classes de toxinas que interagiram com a resina de SNA-agarose foram 

diferentes, e dessa forma, não foi possível identificar um padrão de enriquecimento de 

classe de toxina comum a todos os venenos. 

Outro fato notável neste experimento foi a ausência de correlação entre a 

quantidade de proteínas totais recuperadas nas frações com afinidade pela resina de SNA-

agarose e o número de grupos de proteínas identificados nas mesmas. No caso de B. 

jararacussu, o veneno que mostrou a maior quantidade de proteínas retidas (Tabela 1), 

apenas 16 grupos de proteínas foram identificados, em contraste com o veneno de B. 

moojeni, que apesar de ter mostrado perfis cromatográfico e eletroforético discretos 

(Tabela 1, Figura 7), resultou na segunda maior quantidade de grupos de proteínas 

identificados (41), ficando atrás apenas do veneno de B. jararaca, que resultou na maior 

quantidade (52). 

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

Venenos do gênero Bothrops
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Quanto à distribuição das classes de toxinas entre os venenos, a Figura 8 mostra 

que os grupos de proteínas que interagiram com a resina de SNA-agarose foram variáveis 

entre os venenos analisados e que as metaloproteases (SVMP) e serinoproteases (SVSP) 

foram os componentes glicosilados dos venenos do gênero Bothrops que mais 

abundantemente se ligaram à SNA-agarose. Curiosamente, L-aminoácido oxidase 

(LAAO) foi a classe de toxina glicosilada menos abundante nas frações retidas, sendo 

identificada apenas em cinco dos setes venenos (B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, 

B. neuwiedi e B. atrox). 

Figura 8. Representação gráfica da distribuição de proteínas identificadas nas frações retidas nas 

cromatografias de afinidade de SNA-agarose com venenos do gênero Bothrops. Os valores no eixo y 

indicam o número de grupos de proteínas identificados. 

 

Porém, nesses experimentos a identificação em grande número, e variável entre 

os venenos, de lectinas do tipo C (CTL) entre as proteínas retidas na resina de SNA-

agarose, foi bastante evidente (Tabela 2), ficando atrás apenas da classe das 

metaloproteases (SVMP), na maior parte dos venenos (Figura 8). Ainda, quanto às classes 

de toxinas identificadas, notou-se a presença de proteínas conhecidas por não serem 

glicosiladas, como é o caso das fosfolipases do tipo A2 (PLA2) e das CTL nas frações 

que se ligaram à SNA-agarose (Tabela 2). 

A distribuição das proteínas menos abundantes identificadas nas frações retidas 

em SNA-agarose e classificadas neste trabalho como “Outros” (OT), está descrita na 

Figura Suplementar 1, onde proteínas secretórias ricas em cisteínas (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 são 

proteínas descritas como sendo putativamente glicosiladas. No caso do veneno de B. 

cotiara, quase 25% dos grupos de proteínas identificados na fração que ficou retida na 

resina de SNA-agarose foram classificados no grupo de proteínas pouco abundantes no 

veneno (Tabela 2; Figura Suplementar 1). 

Em relação à todas as proteínas identificadas por espectrometria de massas, foi 

realizada uma avaliação da distribuição das mesmas entre os venenos e suas intersecções. 

Para isso, foram gerados gráficos por meio do pacote UpSetR, que propiciam a 

visualização das interseções de vários conjuntos de dados, como é o caso deste estudo. A 

Figura 9 mostra quantidades variáveis de proteínas presentes nas intersecções, e também 

um número limitado de proteínas comuns entre os venenos, evidenciando a variabilidade 

dos subproteomas de proteínas de venenos de Bothrops com afinidade pela lectina SNA, 

e sugerindo que a sialilação na posição α2-6 dos glicanos dessas proteínas pode ser 

variável entre as espécies. 

 

Figura 9. Intersecções de proteínas identificadas nas frações de venenos de Bothrops retidas na resina de 

SNA-agarose. O eixo Y representa o número de proteínas identificadas (únicas ou compartilhadas). Barras 

horizontais representam o número total de proteínas identificadas em cada veneno. As conexões entre os 

círculos representam proteínas compartilhadas pelos venenos. Círculos desconectados representam 

proteínas não compartilhadas.  
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De fato, nenhuma proteína foi comumente identificada em todas as frações 

enriquecidas pela SNA e apenas em dois agrupamentos de cinco venenos foram 

encontradas duas proteínas comuns: uma serinoprotease (A0A1L8D5R9) e uma 

metaloprotease (BJA454SVMPIII03). A identificação de uma serinoprotease na fração 

enriquecida pela SNA em vários venenos vai de encontro com o que Sakai e 

colaboradores 151 descreveram sobre uma serinoprotease do veneno de Agkistrodon halys 

brevicaudus, que contém N-glicanos com estrutura predominante de lactosamina ligada 

a ácido siálico na posição α2-6. De forma geral, a baixa quantidade de intersecções de 

proteínas enriquecidas pela SNA nesses venenos sugere que a sialilação de glicanos na 

configuração α2-6 é peculiar às diferentes classes de proteínas nos diferentes venenos. 

 

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

Com o objetivo de explorar o conteúdo de glicoproteínas dos venenos do gênero 

Bothrops que contenham em seus N-glicanos uma estrutura bifurcada contendo N-

acetilglicosamina (bisecting GlcNAc) 131, foi utilizada a lectina Phaseolus vulgaris 

eritroaglutinina (PHA-E) imobilizada em agarose, em cromatografias de afinidade. 

Os perfis de cromatografias de venenos do gênero Bothrops utilizando a lectina 

PHA-E estão mostrados na Figura 10, e indicam que a quantidade de proteínas presentes 

nas frações retidas, assim como ocorreu nas cromatografias de SNA-agarose, foi baixa 

(0,08% a 0,86%) em todos os venenos, como também mostrado na Tabela 3, onde estão 

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 gênero Bothrops. 
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Tabela 3. Cromatografias de afinidade usando a resina PHA-E-agarose e venenos do 

gênero Bothrops. Quantificação de proteínas pelo método de Bradford. 

 

 

   B. jararacussu   B. moojeni   B. neuwiedi   

  Cromatografia #1   Cromatografia #1   Cromatografia #1   

Veneno 21,64 mg 100%   22,00 mg 100%   20,54 mg 100%   

Fração não retida  18,24 mg 85%   19,46 mg 88%   16,38 mg 80%   

Fração retida 0,045 mg 0,21%   0,054 mg 0,25%   0,053 mg 0,26%   

 

Com relação aos perfis eletroforéticos de proteínas presentes nas frações 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 proteínas 

glicosiladas, como SVMPs, SVSPs e LAAOs. Ainda, na maioria dos perfis foram 

observadas bandas com ~ 10 kDa e 14 kDa, embora com intensidade variável entre os 

venenos. Essas bandas tipicamente correspondem a PLA2 e CTL, que não são 

putativamente glicosiladas. 

 

   B. atrox    B. cotiara   B. erythromelas   

  Cromatografia #1   Cromatografia #1   Cromatografia #1   Cromatografia #2   

Veneno 18,44 mg 100%   20,57 mg 100%   19,89 mg 100%   16,9 mg 100%   

Fração não retida  15,24 mg 82%   19,9 mg 96%   13,40 mg 77%   13,53 mg 80%   

Fração retida 0,048 mg 0,26%   0,176 mg 0,86%   0,015mg 0,08%   0,023 mg 0,14%   

   B. fonsecai    B. insularis    B. jararaca   

  Cromatografia #1   Cromatografia #1  Cromatografia #1   

Veneno 17,29 mg 100%   24,45 mg 100%  20,43mg 100%   

Fração não retida  14,22 mg 82%   21,05 mg 86%  18,6 mg 91%   

Fração retida 0,044 mg 0,25%   0,046 mg 0,19%   0,053 mg 0,26%   



71 

 

 
Figura 11. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) de venenos do gênero Bothrops (10 

μg) submetidos à cromatografia de afinidade em resina de PHA-E-agarose. M: padrões de massa molecular. 

Proteínas coradas com nitrato de prata. 

 

Esses perfis eletroforéticos bem diversificados das frações retidas pela PHA-E-

agarose refletem como a lectina foi capaz de reconhecer toxinas com diferentes massas 

moleculares, sugerindo que a estrutura bisecting GlcNAc não se limita a um grupo 

específico de toxinas, podendo estar presente em uma ampla variedade de componentes 

nos venenos de Bothrops. 

A comparação dos perfis eletroforéticos de proteínas retidas em ambas as 

cromatografias (SNA-agarose e PHA-E-agarose), indica que o conjunto de proteínas da 

fração ligada à PHA-E foi mais complexo do que aquele da SNA-agarose. Isso sugere 

que o repertório de glicoproteínas de venenos de Bothrops é mais rico em glicanos 

contendo a estrutura bisecting GlcNAc do que ácido siálico na posição α2-6. 
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4.1.2.1 Identificação de proteínas 

 

A Tabela 4 apresenta um resumo da quantidade de grupos de proteínas 

identificados nas frações retidas na resina de PHA-E-agarose, de acordo com as classes 

de toxinas de venenos do gênero Bothrops. 

 

Tabela 4. Distribuição dos grupos de proteínas identificados nas frações de venenos do 

gênero Bothrops retidas nas cromatografias de afinidade na resina de PHA-E-agarose, de 

acordo com a classe de toxina. 

 

Diferente dos resultados obtidos com as cromatografias em SNA-agarose, a 

identificação das proteínas que interagiram com lectina PHA-E mostrou um número 

maior de grupos de proteínas nas frações retidas, bem como maior homogeneidade na 

quantidade de proteínas identificadas em cada veneno (Tabela 4; Tabelas Suplementares 

3 e 4). 

Ainda, quanto ao conteúdo de proteínas retidas na resina de PHA-E-agarose, a 

distribuição das classes de toxinas foi semelhante entre os venenos. Entre as classes mais 

abundantes e que são conhecidas por serem glicosiladas, as SVMPs e SVSPs foram as 

toxinas identificadas em maior número, seguidas em menor proporção pelas LAAOs. No 

grupo de toxinas não 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 sítios de N-glicosilação putativos e podem ter sido 

capturadas pela PHA-E, um número baixo de toxinas dessa classe foi identificado entre 

as proteínas retidas na PHA-E-agarose, provavelmente devido ao fato de que PLBs são 

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

Classe de 

toxina
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

PLA2 3 2 3 3 3 5 7 5 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

Venenos do gênero Bothrops
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Porém, diferente das outras lectinas utilizadas anteriormente pelo nosso grupo 41, 

a lectina PHA-E possibilitou enriquecer, em maior número, componentes pouco 

abundantes em venenos de Bothrops, classificados no presente trabalho como “Outros” 

(OT) (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Representação gráfica da distribuição das proteínas identificadas nas frações retidas nas 

cromatografias de afinidade de PHA-E-agarose com venenos do gênero Bothrops. Os valores no eixo y 

indicam o número de grupos de proteínas identificados. 

 

A Tabela 4 evidencia o número comparativamente alto de proteínas retidas em 

PHA-E-agarose, aqui classificadas como Outros, indicando que diversas proteínas pouco 

abundantes nos venenos podem conter a estrutura bisecting GlcNAc. A Figura 

Suplementar 2 mostra a diversidade de proteínas que estavam presentes nas frações que 

interagiram com a lectina PHA-E, somando 15 grupos de proteínas identificados e 

distribuídos entre os noves venenos avaliados. Algumas dessas proteínas foram 

identificadas apenas em um veneno, como por exemplo, cobra venom factor (CVF), 

enquanto outras, não classificadas como toxinas, foram encontradas em algumas frações, 

como glutaminil-ciclotransferases (GCTs) e carboxipeptidases (CPases). Ainda, entre as 

proteínas pouco abundantes, é importante ressaltar que as aminopeptidases (APase), as 

dipeptidases (DPase) e 5’ nucleotidases (5’-Nase) foram identificadas nas frações 

enriquecidas pela PHA-E de todos os venenos. Todas as proteínas citadas são conhecidas 

por serem putativamente glicosiladas, como é o caso do CVF, presente no veneno de Naja 
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kaouthia 152, e de duas aminopeptidases dos venenos de Gloydius blomhoffi brevicaudus 

153 e Bitis gabonica rhinoceros 76. 

Com relação às proteínas compartilhadas entre os venenos, enriquecidas pela 

resina PHA-E-agarose, múltiplas interseções estão mostradas na Figura 13, incluindo sete 

proteínas identificadas em todos os venenos analisados (2 SVMPs, 1 SVSP, 1 DPase, 1 

APase, 1 GCT e 1 5’-Nase). Essas toxinas são descritas como putativamente glicosiladas, 

e no caso das SVMPs, a estrutura bisecting GlcNAc já havia sido reportada por Gowda e 

colaboradores 154 na toxina RVV-X, do veneno de Vipera russeli e por Igarashi e 

colaboradores 155, na VAP2B, do veneno de Crotalus atrox. 

 

Figura 13. Intersecções de proteínas identificadas nas frações de venenos de Bothrops retidas na resina de 

PHA-E-agarose. O eixo Y representa o número de proteínas identificadas (únicas ou compartilhadas). 

Barras horizontais representam o número total de proteínas identificadas em cada veneno. As conexões 

entre os círculos representam proteínas compartilhadas pelos venenos. Círculos desconectados representam 

proteínas não compartilhadas. 

 

Em conjunto, esses resultados mostram que a lectina PHA-E reconheceu diversos 

componentes glicosilados de venenos de Bothrops, incluindo várias toxinas pouco 

abundantes, e evidenciam a variabilidade de componentes contendo glicanos com a 

estrutura bisecting GlcNAc nos venenos. 
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4.1.3 Ensaio de pull down da lectina Maackia Amurensis leukoaglutinina (MAL 

I) com venenos do gênero Bothrops 

Dando continuidade ao estudo sobre o conteúdo de resíduos de ácido siálico em 

glicoproteínas de venenos do gênero Bothrops, foram realizados ensaios de pull down 

com a Maackia amurensis leukoagglutinina (MAL I). Esta lectina é conhecida por 

reconhecer glicanos contendo resíduos de ácidos siálico na configuração α2-3, 

principalmente em proteínas N-glicosiladas e que contenham O-glicanos com o core 2, 

se ligando preferencialmente à sequência NeuAc α2,3-Galβ1-4Glc (NAc) 156,157. 

No ensaio de pull down as proteínas dos venenos, após interagirem com a lectina 

MAL I biotinilada foram capturadas de forma indireta, pela ligação biotina-

estreptavidina, por meio da incubação da mistura de MAL I/veneno com os beads de 

estreptavidina-Sepharose. Após lavagens sequenciais da resina com tampão de equilíbrio 

para remover as proteínas que não foram capturadas, a adição de tampão redutor à resina 

possibilitou a eluição das proteínas ligadas à resina. Ao final do ensaio, obteve-se o perfil 

eletroforético das proteínas de nove venenos de Bothrops que interagiram com a lectina 

MAL I (Figura Suplementar 3). 

A comparação dos perfis eletroforéticos dos venenos e seus respectivos controles, 

indicou que o ensaio de pull down com a MAL I foi efetivo para o enriquecimento de 

proteínas em todos os venenos analisados. No entanto, em relação ao conteúdo de 

proteínas que ficaram retinas na resina, apenas os venenos de B. jararaca, B. cotiara, B. 

fonsecai e B. insularis mostraram bandas significativas e diferentes daquela da lectina 

MAL I (Figura Suplementar 3). Os perfis dos outros venenos analisados mostraram 

poucas bandas de proteínas, e de fraca intensidade. Ainda assim, todas as bandas 

observadas nos géis de SDS-poliacrilamida foram recortadas e submetidas à digestão 

tripsínica e LC-MS/MS (Figuras 14 a 17). As proteínas identificadas por espectrometria 

de massas estão listadas nas Tabelas Suplementares 5-13. 
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Figura 14. Perfis eletroforéticos 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 I. Nos géis estão indicadas 

as bandas recortadas e ao lado, com o número correspondente, as classes de toxinas identificadas após 

digestão tripsínica em gel e identificação por LC-MS/MS. As proteínas identificadas estão listadas nas 

Tabelas Suplementares 5 e 6. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com 

veneno. M: padrões de massa molecular. Proteínas coradas com Coomassie Blue G.  

 

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 estão indicadas 

as bandas recortadas e ao lado, com o número correspondente, as classes de toxinas identificadas após 

digestão tripsínica em gel e identificação por LC-MS/MS. As proteínas identificadas estão listadas nas 

Tabelas Suplementares 7 e 8. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com 

veneno. M: padrões de massa molecular. Proteínas coradas com Coomassie Blue G. 
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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 estão 

indicadas as bandas recortadas e ao lado, com o número correspondente, as classes de toxinas identificadas 

após digestão tripsínica em gel e identificação por LC-MS/MS. As proteínas identificadas estão listadas nas 

Tabelas Suplementares 9 a 11. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com 

veneno. M: padrões de massa molecular. Proteínas coradas com Coomassie Blue G. 

 

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 I. Nos géis estão 

indicadas as bandas recortadas e ao lado, com o número correspondente, as classes de toxinas identificadas 

após digestão tripsínica em gel e identificação por LC-MS/MS. As proteínas identificadas estão listadas nas 

Tabelas Suplementares 12 e 13. (C-) Controle negativo: resina de estreptavidina-Sepharose incubada com 

veneno. M: padrões de massa molecular. Proteínas coradas com Coomassie Blue G. 

 

Considerando as classes de toxinas identificadas nas bandas de proteínas (Figuras 

14 a 17), verifica-se que a lectina MAL I 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 sialilação em glicanos na posição α2-3 está amplamente 

distribuída entre as proteínas, 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 número maior de grupos 

de proteínas identificadas na fração reconhecida pela MAL I, do que os outros venenos.  

Ainda, a identificação de proteínas em gel, revelou a presença de diferentes 

proteínas nas bandas individuais, reforçando a vantagem da identificação por LC-

MS/MS, que pode mostrar a diversidade de proteínas, que não seria prevista apenas pelo 

perfil eletroforético unidimensional. 

As proteínas identificadas em gel foram reunidas na Tabela Suplementar 14, onde 

foram eliminadas as redundâncias de identificações, e a Tabela 5 resume os números de 

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

 

Tabela 5. Número de grupos de proteínas identificados a partir do ensaio de pull down 

entre MAL I e venenos do gênero Bothrops. 

 

 
 

De acordo com a quantidade de toxinas identificadas, os venenos de B. cotiara, B. 

fonsecai, B. insularis e B. jararaca mostraram números mais altos, em concordância com 

os perfis eletroforéticos mostrados na Figura Suplementar 3. 

Quanto às classes de toxinas, SVMPs e SVSPs foram identificadas na fração retida 

pela MAL I de quase todos os venenos analisados. Outra classe de toxina presente em 

todas as frações enriquecidas pela MAL I foi a das PLA2s, que não são putativamente 

glicosiladas. 

Ainda, quanto à distribuição de proteínas identificadas entre as espécies de 

venenos é possível observar a grande variação encontrada, como mostrado na Figura 18. 

Considerando a distribuição das proteínas identificadas, verificou-se que os venenos de 

B. atrox, B. erythromelas e B. jararacussu foram os que resultaram nas menores 

quantidades de proteínas capturadas pelo sistema de pull down com a lectina MAL I 

(Tabela 5, Figura 18). 

 

Classe de 

toxina 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 4 0 1 2 3 0 0 0

PLA2 2 1 1 4 5 4 2 5 3

PLB 0 2 0 1 1 1 0 0 0

CTL 0 4 0 2 6 3 0 0 2

OT 0 16 0 7 14 15 1 0 3

Total 3 48 8 36 52 71 6 14 17

Venenos do gênero Bothrops



79 

 

 
Figura 18. Representação gráfica da distribuição de proteínas identificadas nas frações enriquecidas em 

ensaio de pull down entre a lectina MAL I e venenos do gênero Bothrops. Os valores no eixo y indicam o 

número de grupos de proteínas identificados.  

 

Esses achados reforçam como a presença de ácido siálico na posição α2,3 parece 

ser peculiar em toxinas de serpentes, como é o caso da metaloprotease RVV-X do veneno 

de Daboia siamensis 133 e das serinoproteases batroxobin, isolada do veneno de B. 

moojeni 158, acutobin de Deinagkistrodon acutus 132, e da enzima tipo-trombina de 

Agkistrodon rhodostoma 159, em cujas estruturas de N-glicanos foi descrita a presença do 

dímero NeuAcα2-3GalNAc. Por fim, a identificação de componentes de alta massa 

molecular, enriquecidos pela MAL I, 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 às proteínas comuns entre os venenos, que foram enriquecidos pela lectina 

MAL I (Figura 19), é possível identificar que, diferente da PHA-E, as diferentes 

intersecções de proteínas mostraram quantidades variáveis de proteínas entre os venenos 

analisados. E de forma semelhante ao que foi observado no caso da lectina SNA, não 

foram encontradas proteínas comuns a todos os venenos avaliados. 
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Figura 19. Intersecções de proteínas identificadas nas frações enriquecidas em ensaio de pull down entre a 

lectina MAL I e venenos de Bothrops. O eixo Y representa o número de proteínas identificadas (únicas ou 

compartilhadas). Barras horizontais representam o número total de proteínas identificadas em cada veneno. 

As conexões entre os círculos representam proteínas compartilhadas pelos venenos. Círculos desconectados 

representam proteínas não compartilhadas. 

 

Em conjunto, esses achados sobre as identificações das proteínas presentes nas 

frações reconhecidas pela lectina MAL I em ensaio de pull down indicam que a sialilação 

na posição α2-3 de glicanos parece estar distribuída em diferentes classes de toxinas de 

venenos do gênero Bothrops. 

 

4.1.4 Comparação de sub-proteomas de venenos do gênero Bothrops 

Considerando que as lectinas utilizadas neste estudo foram ferramentas para 

acessar diferentes componentes presentes nos proteomas dos venenos de serpentes do 

gênero Bothrops, torna-se essencial avaliar os sub-proteomas obtidos a partir do 

enriquecimento com cada lectina. Dessa forma, a análise da distribuição das proteínas 

enriquecidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL I, representada aqui por gráficos de radar 

(Figura 20) mostrou sutis tendências de distribuição dos grupos de proteínas entre os 

venenos do gênero Bothrops. 
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Figura 20. Representação gráfica de radar da distribuição das proteínas de venenos do gênero Bothrops 

enriquecidas pelas lectinas SNA (A), PHA-E (B) e MAL I (C), de acordo com os venenos nos quais estas 

foram identificadas. Os números nos gráficos representam as quantidades de grupos de proteínas 

identificados nas frações retidas em cada experimento de afinidade com lectina. 

 

A apresentação dos dados em forma bidimensional, pelo gráfico de radar, 

possibilita avaliar a distribuição dos grupos de proteínas 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 proteínas identificadas, de acordo com a quantidade e classe de toxina, 

distribuíram-se de forma relativamente homogênea entre os venenos do gênero Bothrops. 

Ainda, pode-se observar que as lectinas MAL I e SNA, apesar de ambas reconhecerem 

resíduos de ácido siálico em glicanos, mostraram perfis de distribuição distintos, 

indicando que essas lectinas reconheceram populações de proteínas com distribuição 

diferente entre as espécies. Da mesma forma, os gráficos de radar evidenciaram que as 

toxinas foram enriquecidas de forma diferenciada entre as espécies pelas lectinas SNA e 

MAL I. 

Quando considerado o universo de proteínas totais identificadas nas frações 

retidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL I, 507 são proteínas únicas 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 distribuição das 

proteínas únicas identificadas está mostrada em diagrama de Venn (Figura 21), onde 

observa-se que 102 proteínas foram comumente enriquecidas pelas três lectinas (Tabela 

6), sendo a maioria delas SVMPs (28). 

Figura 21. Diagrama de Venn ilustrando os grupos de proteínas compartilhadas e exclusivamente 

identificadas nas frações enriquecidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL I considerando todos os venenos 

do gênero Bothrops analisados. Os números em parênteses indicam as quantidades de grupos de proteínas 

exclusivamente identificadas nas frações enriquecidas pelas lectinas.
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Tabela 6. Lista de 102 proteínas únicas identificadas nas frações de nove venenos do gênero Bothrops enriquecidas pelas lectinas SNA, PHA-E e MAL I. 

Classe 

de 

toxina 

Acesso # Descrição Sítio putativo de N-

glicosilação* 

Sítio putativo de 

O-glicosilação* 

5'-Nase A0A1L8D667 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 A0A077L7M9 Ecto-5'-nucleotidase OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 SV=1 S S 

APase A0A0B8RNS9 Xaa-Pro aminopeptidase 2 OS=Boiga irregularis OX=92519 PE=3 SV=1 S S 

CRISP F2Q6G1 Cysteine-rich seceretory protein Da-CRPb (Fragment) OS=Deinagkistrodon acutus 

OX=36307 PE=2 SV=1 

S S 

CRISP F2Q6E5 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPKa (Fragment) OS=Crotalus horridus 

OX=35024 PE=2 SV=1 

S S 

CRISP F2Q6E9 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPIb (Fragment) OS=Crotalus horridus 

OX=35024 PE=2 SV=1 

S S 

CRISP F2Q6E8 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPIa (Fragment) OS=Crotalus horridus 

OX=35024 PE=2 SV=1 

S S 

CRISP F2Q6E6 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPKb (Fragment) OS=Crotalus horridus 

OX=35024 PE=2 SV=1 

S S 

CRISP F2Q6E7 Cysteine-rich seceretory protein Ch-CRPKc (Fragment) OS=Crotalus horridus 

OX=35024 PE=2 SV=1 

S S 

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 A0A1L8D654 BATXCTL20 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N 

CTL A0A1L8D661 BATXCTL12 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N 

CTL A0A1W7RK04 C-type lectin 8 OS=Agkistrodon contortrix contortrix OX=8713 PE=4 SV=1 N N 

CTL A0A1L8D653 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|BJAR454CTL02|BJAR454CTL02 N N 
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CTL Q6QX33 C-type lectin BiL OS=Bothrops insularis OX=8723 PE=1 SV=1 N N 

CTL BJAR454CTL10 sp|BJAR454CTL10|BJAR454CTL10 N N 

CTL BJAR454CTL15 sp|BJAR454CTL15|BJAR454CTL15 N N 

CTL M1V359 Botrocetin-2 alpha OS=Bothrops jararaca OX=8724 GN=bot-2A PE=2 SV=1 N N 

CTL M1VNP5 Botrocetin-2 beta OS=Bothrops jararaca OX=8724 GN=bot-2B PE=2 SV=1 N N 

CTL BJAR454CTL01 sp|BJAR454CTL01|BJAR454CTL01 N N 

CTL Q9PSM5 Snaclec GPIB-binding protein subunit beta OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 

SV=1 

N N 

CTL  BJAR454CTL06 sp|BJAR454CTL06|BJAR454CTL06 N N 

DPase J3SEA2 Dipeptidase OS=Crotalus adamanteus OX=8729 PE=2 SV=1 S S 

Hyal A0A1L8D603 Hyaluronidase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

Hyal A0A2H4N3E2 Hyaluronidase (Fragment) OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=2 SV=1 S N 

Hyal BJAR454HYALU1 sp|BJAR454HYALU1|BJAR454HYALU1 S N 

LAAO BJAR454LAO2 sp|BJAR454LAO2|BJAR454LAO2 S S 

PDE A0A1L8D6B7 BATXPDE1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S Y 

PLA2 BJAR454PLA24 sp|BJAR454PLA24|BJAR454PLA24 N N 

PLA2 A0A1S5XW05 Basic phospholipase A2 homolog BomoTx OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=1 

SV=1 

N N 

PLA2 A0A2H4N391 Basic phospholipase A2 myotoxin (Fragment) OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=2 

SV=1 

N N 

PLA2 Q8QG87 Acidic phospholipase A2 BITP01A OS=Bothrops insularis OX=8723 PE=1 SV=1 N N 

PLA2 P81243 Acidic phospholipase A2 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=1 N N 

PLA2 A0A1L8D5Z4 BATXPLA1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N 

PLA2 A0A1L8D611 BATXPLA3 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N 

PLB A0A2H4N395 Phospholipase B-like (Fragment) OS=Bothrops moojeni OX=98334 PE=2 SV=1 S S 

PLB A0A1W7RB94 Phospholipase B-like OS=Crotalus adamanteus OX=8729 PE=3 SV=1 S S 

PLB A0A1W7RER1 Phospholipase B-like OS=Agkistrodon contortrix contortrix OX=8713 PE=3 SV=1 S N 
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PLB BJAR454PLB1 sp|BJAR454PLB1|BJAR454PLB1 S S 

SVMP A0A1L8D5Y9 BATXSVMPI5 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N S 

SVMP A0A1L8D6A8 BATXSVMPI4 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N S 

SVMP A0A0K2JNB8 Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I03 

sp|BJAR454SVMPPIII03|BJAR454SVMPPIII03 S S 

SVMP A0A1L8D6A9 BATXSVMPII2 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N S 

SVMP P86976 Zinc metalloproteinase barnettlysin-1 OS=Bothrops barnetti OX=1051630 PE=1 SV=1 N N 

SVMP A0A1L8D649 BATXSVMPII7 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I11 

sp|BJAR454SVMPPIII11|BJAR454SVMPPIII11 S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I05 

sp|BJAR454SVMPPIII05|BJAR454SVMPPIII05 S S 

SVMP Q5W959 Snake venom serine protease HS114 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=1 S N 

SVMP P30431 Zinc metalloproteinase-disintegrin-like jararhagin (Fragment) OS=Bothrops jararaca 

OX=8724 PE=1 SV=1 

S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I02 

sp|BJAR454SVMPPIII02|BJAR454SVMPPIII02 S S 

SVMP Q8QG88 Zinc metalloproteinase-disintegrin-like BITM06A OS=Bothrops insularis OX=8723 

PE=2 SV=1 

S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I08 

sp|BJAR454SVMPPIII08|BJAR454SVMPPIII08 S S 

SVMP A0A1L8D6A0 Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVMP A0A1L8D5Z1 Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVMP A0A1L8D641 Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I10 

sp|BJAR454SVMPPIII10|BJAR454SVMPPIII10 S S 

SVMP A0A1L8D646 Snake venom metalloproteinase OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVMP E3UJL4 MP_I2 SVMP (Fragment) OS=Bothrops neuwiedi OX=95648 PE=2 SV=1 N S 
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SVMP BJAR454SVMPPII

I07 

sp|BJAR454SVMPPIII07|BJAR454SVMPPIII07 S S 

SVMP Q8UVG0 Zinc metalloproteinase-disintegrin-like berythractivase OS=Bothrops erythromelas 

OX=44710 PE=1 SV=1 

S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I09 

sp|BJAR454SVMPPIII09|BJAR454SVMPPIII09 S S 

SVMP Q98SP2 Zinc metalloproteinase/disintegrin OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 SV=1 N S 

SVMP BJAR454SVMPPII

05 

sp|BJAR454SVMPPII05|BJAR454SVMPPII05 N S 

SVMP Q98UF9 Zinc metalloproteinase-disintegrin-like HF3 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=1 

SV=3 

S S 

SVMP BJAR454SVMPPII

I04 

sp|BJAR454SVMPPIII04|BJAR454SVMPPIII04 S S 

SVMP E3UJL2 MP_III3 SVMP (Fragment) OS=Bothrops neuwiedi OX=95648 PE=2 SV=1 S S 

svNGF A0A6B2F1G5 NGF domain-containing protein OS=Bothriechis nigroviridis OX=88079 PE=3 SV=1 N S 

svNGF BJAR454NGF1 sp|BJAR454NGF1|BJAR454NGF1 N S 

svNGF A0A194ARN2 Venom nerve growth factor OS=Sistrurus tergeminus OX=8757 PE=3 SV=1 N S 

svNGF B1Q3K2 Nerve growth factor OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 SV=1 N S 

svNGF A0A1W7RFB5 Venom nerve growth factor OS=Agkistrodon contortrix contortrix OX=8713 PE=3 

SV=1 

N S 

svNGF Q90W38 Venom nerve growth factor OS=Bothrops jararacussu OX=8726 GN=NGF PE=2 SV=1 N S 

svNGF A0A6B2FCN7 NGF domain-containing protein OS=Bothriechis nubestris OX=1766655 PE=3 SV=1 N S 

svNGF A0A194ARS6 Venom nerve growth factor OS=Agkistrodon piscivorus OX=8715 PE=3 SV=1 N S 

svNGF A0A1L8D608 BATXNGF1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N S 

svNGF A0A077L854 Nerve growth factor (Fragment) OS=Protobothrops flavoviridis OX=88087 PE=2 SV=1 N S 

svNGF T2HPR2 Nerve growth factor OS=Ovophis okinavensis OX=8769 PE=2 SV=1 N S 

SVSP A0A1L8D5R9 BATXSVSP17 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVSP A0A1L8D664 BATXSVSP16 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S S 

SVSP BJAR454SVSP08 sp|BJAR454SVSP08|BJAR454SVSP08 S S 
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SVSP BJAR454SVSP04 sp|BJAR454SVSP04|BJAR454SVSP04 S N 

SVSP A0A1L8D5T9 BATXSVSP20 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

SVSP BJAR454SVSP03 sp|BJAR454SVSP03|BJAR454SVSP03 N N 

SVSP BJAR454SVSP10 sp|BJAR454SVSP10|BJAR454SVSP10 S N 

SVSP A0A1L8D5V4 BATXSVSP13 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

SVSP A0A1L8D5W4 BATXSVSP3 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

SVSP A0A1L8D620 BATXSVSP1 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

SVSP A0A1L8D5U9 BATXSVSP10 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

SVSP P0CG03 Thrombin-like enzyme bhalternin OS=Bothrops alternatus OX=64174 PE=1 SV=1 S S 

SVSP Q072L6 Thrombin-like enzyme asperase OS=Bothrops asper OX=8722 PE=1 SV=1 S N 

SVSP BJAR454SVSP01 sp|BJAR454SVSP01|BJAR454SVSP01 S N 

SVSP Q7T229 Snake venom serine protease homolog OS=Bothrops jararacussu OX=8726 PE=1 SV=1 S N 

SVSP A0A2H4N390 Snake venom metalloproteinase BmooMPalpha-I-like isoform (Fragment) OS=Bothrops 

moojeni OX=98334 PE=2 SV=1 

N N 

SVSP A0A1L8D5V0 BATXSVSP8 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 N N 

SVSP A0A1L8D5U8 BATXSVSP7 OS=Bothrops atrox OX=8725 PE=2 SV=1 S N 

SVSP Q5W958 Venom serine proteinase-like HS120 OS=Bothrops jararaca OX=8724 PE=2 SV=1 S N 

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

                  S= presente 

                  N= ausente 
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Finalmente, considerando todas as proteínas únicas identificadas neste estudo nas 

frações enriquecidas por SNA, PHA-E e MAL I (Tabela Suplementar 15), as Figuras, 

respectivamente, 22, 23 e 24, mostram a visualização gráfica dos dois agrupamentos 

hierárquicos da caracterização dos subproteomas, considerando para cada par (veneno, 

proteína) a presença ou ausência de uma dada proteína única em cada um dos 

subproteomas. 
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Figura 22. Representação gráfica dos agrupamentos hierárquicos de venenos do gênero Bothrops de acordo 
com a composição dos subproteomas pelo enriquecimento por cromatografia de afinidade com a lectina SNA, 
considerando todas as proteínas identificadas. Para cada par (veneno, proteína) o gráfico indica se a proteína 
está presente (vermelho) ou ausente (preto). 
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A Figura 22 indica que o veneno de B. neuwiedi apresentou a composição de 

proteínas com afinidade pela lectina SNA mais distinta, enquanto os venenos de B. 

insularis e B. jararaca, que são espécies do complexo Jararaca, não se agruparam. De 

forma geral, este agrupamento hierárquico não refletiu a classificação das espécies de 

acordo com a filogenia 25, sugerindo que a lectina SNA possivelmente enriqueceu 

proteínas que não foram amplamente distribuídas entre os venenos analisados, como 

observado na Figura 20A, que mostra as diferentes distribuições das toxinas entre os 

venenos. Por outro lado, a visualização gráfica do agrupamento hierárquico 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. 

 



P0DJ86

Q072L6

Q8QG87

L7VGC1

BJAR454SVMPPIII10

BJAR454SVMPPIII13

BJAR454SVMPPII05

A0A1L8D638

A0A1L8D5X8

F2Q6G1

Q98SP2

Q5W958

P84397

O13069

M1VNP5

M1V359

C9E1S0

BJAR454SVSP_AB004067

BJAR454SVMPPIII12

BJAR454SVMPPIII06

BJAR454SVMPPI01

BJAR454CTL20

BJAR454CTL15

BJAR454CTL01

A0A1W7RJW7

A0A194AMD0

A0A194AQG0

BJAR454SVMPPIII01

BJAR454CTL08

BJAR454PLA24

A0A2I4HXH5

BJAR454SVMPPIII08

BJAR454CRISP1

T1DNE0

J3SE72

BJAR454SVMPPII02

A0A0K8S1F1

A0A1W7RI96

BJAR454SVSP02

BJAR454PLB1

Q98UF9

BJAR454CTL10

Q6QX33

BJAR454SVMPPIII05

P0C930

A0A1W7RFB5

BJAR454LAO2

Q8UVG0

Q8QG89

Q5XUW8

BJAR454SVMPPI02

BJAR454SVSP07

BJAR454SVSP01

Q5W959

BJAR454CTL13

BJAR454SVSP04

Q9PSM5

V8P395

BJAR454HYALU1

BJAR454SVMPPIII09

P86976

BJAR454SVSP09

A0A2H4N390

A0A1S5XW05

BJAR454DIESTER2

BJAR454SVSP03

BJAR454SVMPPIII03

BJAR454SVSP10

BJAR454SVMPPIII07

P0DI89

Q90W38

BJAR454NGF1

A0A1L8D608

BJAR454CTL06

A0A1L8D5R9

Q9YIB5

J3SEA2

BJAR454SVMPPIII11

BJAR454SVMPPIII04

A0A1L8D667

A0A0B8RNS9

A0A1L8D664

A0A2H4N395

A0A1L8D5W4

A0A1L8D603

A0A2H4N3E2

P86970

A0A081DUA8

B1Q3K2

BJAR454SVSP08

T1E3D1

T1DP47

J3SDV8

Q9DEZ9

A0A1L8D691

A0A0K8RVQ9

A0A0K8S166

A0A1L8D5T9

A0A1L8D6B7

A0A2H4N3C7

X2JCV5

J3SCE0

T1E5P6

Q6IWF1

U3F5A6

U3EPH5

Q5YF89

Q3I5F4

Q3HXZ1

Q3HXZ0

Q3HXY8

Q3HXY7

Q3HXY6

Q3HXY5

Q3HXY4

Q3HXY3

Q3HXY2

Q3HXY1

Q3HXX9

Q3HXX7

Q3HXX4

Q3HXX5

Q8AWI5

P0DI84

Q2UXQ2

Q0NZX9

E9KJZ6

A0A1W7RK04

E9KJZ5

A0A6B2F1G5

A0A6B2FCN7

A0A1L8D654

A0A194ATK4

A0A194APS7

A0A194ARU8

T1E7B8

A0A0K8S2L1

A0A1W7RJI8

T1E6J3

A0A1L8D5U9

Q7T229

BJAR454CTL12

A0A2H4N391

BJAR454CTL11

A0A1W7RGP2

A0A194AML0

A0A194ART0

T1E3W8

Q8QG86

J3S836

F2Q6G0

F2Q6E9

F2Q6E8

F2Q6E7

F2Q6E6

F2Q6E5

BJAR454SVSP06

BJAR454PLA23

A0A2H4Z8F4

A0A1L8D6H4

A0A1L8D6C2

A0A1L8D6A9

A0A1L8D675

A0A1L8D647

A0A0F7Z1I7

A0A1L8D5X3

A0A2H4N3D5

A0A0K2JNB8

A0A1L8D6G5

A0A1L8D6E3

A0A1L8D6B2

A0A1L8D6A8

A0A1L8D673

A0A1L8D661

A0A1L8D659

A0A1L8D657

A0A1L8D640

A0A1L8D5Y9

A0A1L8D605

P83519

E3UJL5

A0A1L8D611

A0A1L8D6B9

A0A1L8D639

A0A1L8D644

A0A1L8D620

T1E6V6

A0A194ARS6

P81824

T2HPT1

T2HPR2

Q9PVF3

Q8AXY1

Q7T1T4

Q2PWA3

P86169

A0A194ARN2

A0A077L854

A0A194AQ56

A0A481S6U8

T1E687

Q9W6M5

P30431

C9DPL5

BJAR454SVMPPII01

BJAR454CTL09

BJAR454CTL04

BJAR454CTL03

A0A1W7RIP5

A0A1L8D626

A0A1L8D6C7

E3UJL4

T2HRS1

Q2HZ28

P0C6S6

I2DAL4

E3UJL0

BJAR454CTL02

A0A1W7RHX7

A0A1W7RER1

A0A1W7RB94

A0A1L8D689

A0A1L8D674

A0A1L8D623

A0A194ASY8

A0A194AQ13

A0A0M5I1H0

A0A194APM2

J3SE00

A0A1L8D615

A0A1L8D6A2

A0A1L8D5X7

U3TBJ5

U3TAI7

P86974

P22030

P22029

E3UJL2

BJAR454GPLAI1

A0A481S725

A0A2H4N3E1

A0A2H4N3D8

A0A194AR77

A0A1L8D5V4

A0A1L8D5V0

V8NS94

P81661

P81243

A0A2H6N9S5

A0A286S0D8

A0A1L8D6G9

A0A1L8D668

A0A1L8D653

A0A1L8D641

A0A1L8D635

A0A1L8D610

A0A1L8D5Z7

A0A1L8D5Y6

A0A1L8D5Z4

BJAR454SVMPPIII02

Q8QG88

T2HRS9

A0A077L7M9

J7H670

U3TDI3

U3TBU1

Q9PW56

P68515

P0C929

BJAR454CTL18

BJAR454BPP4

BJAR454BPP3

A0A1L8D6A0

A0A1L8D698

A0A1L8D649

A0A1L8D646

A0A1L8D5Z0

A0A1L8D5Z1

A0A1L8D5X9

A0A1L8D5U8

P0CG03

P0C2D1

V8N7Y3

T1DNX8

T1DH21

P0DJ87

J3RY60

BJAR454CTL19

B6EWW6

B6EWW5

A0A2U8QPE6

A0A1W7RJX6

A0A1J0R087

A0A194ATT6

A0A194ARU1

A0A194ARR3

A0A194AQM0

A0A0K8S2L4

A0A194APN1

V8P5W4

V8NTS6

T2HQN1

T2HQ95

T2HPT7

T1E6L9

Q6TGQ8

P0CC17

D3UW23

A5HUI5

A0A0B8RZR1

A0A077L6N8

A0A098M1S0

B
. i

ns
ul

ar
is

B
. j

ar
ar

ac
a

B
. c

ot
ia

ra

B
. f

on
se

ca
i

B
. m

oj
en

i

B
. e

ry
th

ro
m

el
as

B
. j

ar
ar

ac
us

su

B
. n

eu
w

ie
di

B
. a

tr
ox

Figura 23. Representação gráfica dos agrupamentos hierárquicos de venenos do gênero Bothrops de acordo 
com a composição dos subproteomas pelo enriquecimento por cromatografia de afinidade com a lectina PHA-E, 
considerando todas as proteínas identificadas. Para cada par (veneno, proteína) o gráfico indica se a proteína 
está presente (vermelho) ou ausente (preto). 
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Por outro lado, no agrupamento hierárquico obtido com o subproteoma de 

proteínas enriquecidas pela MAL I (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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Figura 24. Representação gráfica dos agrupamentos hierárquicos de venenos do gênero Bothrops de acordo 
com a composição dos subproteomas pelo enriquecimento por ensaio de pull dow com a lectina MAL I, 
considerando todas as proteínas identificadas. Para cada par (veneno, proteína) o gráfico indica se a proteína
está presente (vermelho) ou aunsente (preto).
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Por fim, considerando todos os subproteomas obtidos com as três lectinas foi 

possível obter o agrupamento hierárquico da Figura 25. 
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Figura 25. Representação gráfica dos agrupamentos hierárquicos de venenos do gênero Bothrops de acordo 
com a composição dos subproteomas pelo enriquecimento por cromatografia de afinidade com a lectinas SNA, 
PHA-E, MAL I, considerando todas as proteínas identificadas. Para cada par (veneno, proteína) o gráfico indica
 se a proteína está presente (vermelho) ou ausente (preto). 
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Nesta análise, os venenos formaram três principais grupos, mostrando um perfil 

semelhante ao que foi obtido por Andrade-Silva e colaboradores 131 ao analisar 52 

composições de N-glicanos identificadas em oito venenos do gênero Bothrops. Os autores 

classificaram os venenos em três grupos, de acordo com as composições 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 composição N-glicômica mais distinta. Os venenos do 

grupo 1 continham principalmente glicanos com lactosamina dissialilada, nos venenos do 

grupo 2 antenas contendo a composição NeuAc-GalNAc eram as mais abundantes. Já no 

veneno de B. cotiara apresentou estruturas com dímeros de ácido siálico e unidades de 

lactosamina similarmente ao grupo 1, além da estrutura GlcNAc bissecante. Embora a 

glicosilação de proteínas não seja definida por um template, como é o caso da biossíntese 

de DNA, RNA e proteínas, os N-glicomas desses venenos espelharam a classificação 

filogenética das serpentes botropóides sul-americanas, definida por dados morfológicos 

e moleculares. E de fato, no caso dos venenos do presente estudo (B. atrox e B. fonsecai), 

e que não fizeram parte do estudo anterior 131, verifica-se que o primeiro está distante 

filogeneticamente dos outros venenos, enquanto o segundo é filogeneticamente próximo 

a B. cotiara, como descrito por Fenwick e colaboradores 25. 

Assim, o agrupamento de venenos de B. moojeni, B. neuwiedi, B. jararacussu e 

B. atrox neste estudo apresenta semelhanças 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 Detecção de glicoproteínas por blot de lectina 

 Com o objetivo de detectar a presença de glicoproteínas contendo ácido siálico e 

a estrutura bisecting GlcNAc nos venenos, por outras abordagens, utilizou-se a técnica de 

blot, na qual a detecção das estruturas de glicanos ocorreu utilizando lectinas marcadas 

com digoxigenina. 

Apesar da diferença de sensibilidade entre o método de blot de lectina e aquele 

que envolve o enriquecimento de proteínas por cromatografia de afinidade ou pull down 

usando lectina e posterior identificação por espectrometria de massas, o blot pode servir 
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como ferramenta complementar à detecção de estruturas específicas de glicanos em 

glicoproteínas. 

Assim, para a avaliação da presença de ácido siálico nas configurações α2-3 e α2-

6 em estruturas de N-glicanos em venenos de Bothrops, foi empregado o kit de 

diferenciação DIG Glycan (Roche) contendo as lectinas SNA e MAA (sigla que aqui 

representa a mistura de MAL I e MAL II). 

A Figura 26 mostra que no caso do blot com a SNA, mesmo com a aplicação de 

50 μg de proteínas na eletroforese, a presença de ácido siálico na configuração α2-6 não 

foi detectada em nenhum dos venenos analisados. Este resultado, quando comparado ao 

obtido pela cromatografia de afinidade usando esta lectina, o qual permitiu a identificação 

de glicoproteínas em sete venenos, pode ser explicado pelas diferenças no modo de acesso 

da lectina às proteínas do veneno, visto que na cromatografia de afinidade a lectina estava 

imobilizada em agarose, podendo interagir com as proteínas do veneno em solução e em 

condição não desnaturante/não redutora, fato que deve ter facilitado a interação entre 

glicanos contendo ácido siálico na configuração α2-6 e a lectina. Possivelmente, no caso 

do blot, glicanos contendo ácido siálico não estavam espacialmente disponíveis nas 

proteínas após a eletroforese e transferência para a membrana de nitrocelulose, para 

interação com a SNA.  

Figura 26. Ensaio de blot de lectina para detectar a presença de ácido siálico em proteínas de venenos do 

gênero Bothrops utilizando as lectinas SNA e MAA marcadas com digoxigenina. As proteínas dos venenos 

(SNA; 50 μg; MAA; 20 μg) foram submetidas à eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e 

transferidas para membrana de nitrocelulose. Revelação com substrato NBT/BCIP (-) Controle negativo: 

Asialofetuína; (+) Controle positivo: Fetuina. M: padrões de massa molecular. 
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Por outro lado, a lectina MAA reconheceu e se ligou a proteínas dos venenos de 

B. jararaca, B. insularis, B. cotiara e B. fonsecai, revelando bandas de 30 a 250 kDa, 

cujas proteínas contêm ácido siálico na posição α2-3, possivelmente em maior 

abundância 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 números de grupos de proteínas mais baixos identificados 

por espectrometria de massas (Tabela 5). 

Para avaliar a presença de proteínas contendo a estrutura bisecting GlcNAc em 

suas porções de N-glicanos, foi realizado o blot utilizando a lectina PHA-E biotinilada 

(Figura 27) que revelou o reconhecimento de proteínas em todas os venenos, ainda que 

com diferentes intensidades. Esse resultado concordou com os achados de abundância das 

proteínas enriquecidas por essa lectina nas cromatografias de afinidade (Tabela 4), onde 

os venenos de B. cotiara, B. fonsecai, B. insularis e B. jararaca mostraram mais proteínas 

reconhecidas por essa lectina. 

Figura 27. Ensaio de blot de lectina para detectar a presença da estrutura bisecting GlcNAc em proteínas 

de venenos do gênero Bothrops utilizando a lectina PHA-E biotinilada. As proteínas (15 μg) foram 

submetidas à eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e transferidas para membrana de 

nitrocelulose antes da revelação por quimioluminescência, utilizando um substrato para detecção de da 

atividade de peroxidase (HRP). M: padrões de massa molecular. 

 

 

 

 

B. j
ar

ar
ac

us
su

B. e
ry

th
ro

m
el
as

250-

150-
100-

75-

50-

37-

25-

20-

10-

B. j
ar

ar
ac

a

B. m
oo

je
ni

B. n
eu

wie
di

B. c
ot

ia
ra

B. i
ns

ul
ar

is

B. a
tro

x

B. f
on

se
ca

i

kDa
M



99 

 

 

4.2. Efeito da remoção enzimática de ácido siálico na atividade proteolítica de 

venenos do gênero Bothrops 

 

4.2.1. Reação de dessialilação de glicoproteínas 

Com o objetivo de avaliar o papel de resíduos de ácido siálico nas atividades 

enzimáticas das proteases de venenos do gênero Bothrops, estes foram tratados com a 

enzima α 2-3,6,8,9-neuraminidase A em condições não desnaturantes. Os perfis 

eletroforéticos dos venenos analisados, não tratados e tratados com a neuraminidase, 

estão apresentados na Figura 28. 

Figura 28. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) de venenos do gênero Bothrops (10 

μg) tratados ou não com a enzima neuraminidase. (-) Veneno não tratado; (+) Veneno tratado com 

neuraminidase. M: padrões de massa molecular. Proteínas coradas com nitrato de prata. 

 

Essa análise mostrou que a incubação com a enzima neuraminidase alterou a 

mobilidade eletroforética de algumas proteínas, principalmente aquelas com massa 

molecular entre 25 e 50 kDa, provavelmente em razão da remoção de resíduos de ácido 

siálico terminais das cadeias de glicanos. 

Alternativamente, a eficiência da remoção de resíduos de ácido siálico foi avaliada 

por blot com lectina, para detectar a presença desse monossacarídeo, após o tratamento 

dos venenos com a neuraminidase. Entretanto, só foi possível aplicar esta abordagem à 

avaliação dos venenos de B. cotiara, B. insularis, B. jararaca e B. fonsecai e somente 

com a lectina MAA, já que apenas no caso destes venenos ocorreu o reconhecimento de 

bandas de proteínas (Figura 29). 
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Figura 29. Ensaio de blot de lectina para avaliar a eficiência da remoção de resíduos de ácido siálico de 

proteínas de venenos do gênero Bothrops, utilizando a lectina MAA marcada com digoxigenina. As 

proteínas (30 μg) dos venenos de B. jararaca, B. insularis, B. cotiara e B. fonsecai (não tratados e tratados 

com neuraminidase) foram submetidas à eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) e transferidas 

para membrana de nitrocelulose. (-) Controle negativo: Asialofetuína; (+) Controle positivo: Fetuina. M: 

padrões de massa molecular. Revelação com substrato NBT/BCIP. 

 

A Figura 29 mostra que as bandas de proteínas reconhecidas pela lectina MAA 

nos venenos íntegros desapareceram nas amostras de venenos tratados com a 

neuraminidase, sugerindo que ocorreu a remoção de resíduos de ácido siálico presentes 

em N-glicanos na configuração α 2-3. 

Considerando os resultados da avaliação da remoção de ácido siálico, pelas 

análises de blot de lectina e perfil eletroforético dos venenos não tratados e tratados com 

a enzima neuraminidase, o estudo teve continuidade com a análise das atividades 

gelatinolítica, amidolítica, fibrinogenolítica e coagulante dos venenos. 

 

4.2.2 Atividade gelatinolítica 

 

4.2.2.1 Análise por zimografia de gelatina 

A atividade proteolítica de venenos do gênero Bothrops sobre o substrato gelatina 

foi avaliada pela técnica de zimografia, em amostras não tratadas e tratadas com 

neuraminidase. Dessa forma, após a incubação das amostras de veneno com este substrato 

imobilizado no gel de poliacrilamida, foram obtidos os perfis de degradação mostrados 

na Figura 30. 
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Figura 30. Atividade gelatinolitica de venenos do gênero Bothrops não tratados e tratados com 

neuraminidase, avaliada por zimografia. As amostras de veneno (25 μg) foram submetidas à eletroforese 

em gel de SDS-poliacrilamida polimerizado com gelatina, em condições não redutoras. (-) Veneno não 

tratado com neuraminidase; (+) Veneno tratado com neuraminidase. M: padrões de massa molecular. 

Coloração com Comassie Blue R. 

 

Com exceção de B. neuwiedi, o processo de dessialilação dos venenos com a 

neuraminidade resultou na alteração da mobilidade eletroforética das bandas de proteínas 

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 não submetidas 

à dessialização (Figura 30). Mudanças no perfil gelatinolítico de venenos de Bothrops 

também foram observadas por Andrade-Silva e colaboradores41, analisando amostras 

tratadas com a N-glicosidase F, uma enzima que remove oligossacarídeos dos tipos 

híbrido, complexo e rico em manose de N-glycoproteínas. No presente estudo, foi notável 

o perfil do veneno de B. jararacussu, cuja amostra tratada com a neuraminidase mostrou 

também bandas com atividade gelatinolítica com massas moleculares de 80  250 kDa, 

não presentes nas amostras de veneno íntegro.  

Em continuidade, a atividade gelatinolítica dos venenos foi avaliada 

quantitativamente, utilizando o kit EnzCheck Gelatinase/Collagenase (Invitrogen), em 

que se emprega a gelatina conjugada com fluoresceína como substrato, em solução. 

 

4.2.2.2 Análise por incubação em solução 

Inicialmente, a reação de hidrólise da gelatina foi padronizada utilizando os 

venenos do gênero Bothrops sem tratamento com a neuraminidase. As curvas de 

atividades gelatinolítica obtidas (Figura Suplementar 5) mostraram que os venenos 

apresentam diferentes perfis de atividade gelatinolítica, sendo B. neuwiedi, B. jararacussu 

e B. cotiara os menos ativos. 

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

diferentes graus, da atividade gelatinolítica de todos os venenos (Figura 31). 
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Figura 31. Atividade gelatinolítica de venenos do gênero Bothrops. Amostras de venenos (1 µg) não tratados e tratados com neuraminidase foram incubadas com 

gelatina conjugada com fluoresceína (5 µg) a 37 ºC por 120 min. Fluorescência monitorada em Ex=480 nm e Em=530 nm. Os resultados estão apresentados como 

média ±DP, n=3.  
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A Tabela 7 mostra os cálculos de velocidade média e de atividade gelatinolítica 

residual dos venenos de Bothrops não tratados e tratados com a neuraminidase. A diminuição 

da atividade gelatinolítica 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 proteolíticos distintos em venenos do gênero Bothrops 16,138 e diferentes 

graus de susceptibilidade das proteases desses venenos à remoção de seus N-glicanos 41. 

 

Tabela 7. Atividade gelatinolítica de venenos do gênero Bothrops não tratados e tratados 

com neuraminidase. 

      B. atrox   B. cotiara   B. erythromelas   

      Controle Tratado   Controle Tratado   Controle Tratado   

Velocidade média* (UF x 10^4/ 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 10^4/ min) 5,6 1,8   3,6 3,1   4,5 2,1   

Atividade residual**     31%     84%     46%   

                       

      B. jararacussu   B. moojeni   B. neuwiedi   

      Controle Tratado   Controle Tratado   Controle Tratado   

Velocidade média* (UF x 10^4/ 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 integração das curvas mostradas na Figura 31. 

**A atividade residual representa a porcentagem da atividade gelatinolítica remanescente após incubação das amostras de 

venenos com a enzima neuraminidase. 

 

4.2.3 Atividade amidolítica 

 

O efeito da remoção de resíduos de ácido siálico das glicoproteínas dos venenos 

também foi avaliado pela determinação da atividade amidolítica, com o substrato Bz-Arg-

pNA. Nesse ensaio os venenos mostraram diferentes atividades específicas que variaram 

cerca de 5 a 230 nmol min-1mg-1, indicando a presença de diferentes subproteomas de 

serinoproteases nos mesmos. E em contraste com o verificado para a atividade gelatinolítica, 

o perfil amidolítico dos venenos não se alterou significativamente após o tratamento com a 

neuraminidase (Figura 32), indicando que resíduos de ácido siálico não são essenciais para a 
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interação de serinoproteases com pequenos substratos, como Bz-Arg-pNA. A única exceção 

foi o veneno de B. fonsecai, cuja atividade amidolítica mostrou ligeira diminuição. 

Figura 32. Atividade amidolítica de venenos do gênero Bothrops, não 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 proteína. 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 dessialização foi reportado para a acutobina, uma serinoprotease 

do veneno de Deinagkistrodon acutus que, após tratamento com neuraminidase, apresentou 

atividade catalítica sob o substrato peptídico Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilida semelhante à 

acutobina nativa 160. 

 

4.2.4 Atividade fibrinogenolítica 

 

4.2.4.1 Análise por incubação em solução 

 

Inicialmente, a atividade fibrinogenolítica de venenos de Bothrops foi avaliada por 

incubação com fibrinogênio em solução, que resultou em diferentes valores de atividade 

específica (Figura 33), indicando diferentes conteúdos de proteases capazes de hidrolisar esta 

proteína, nestes venenos. A incubação de fibrinogênio com os venenos tratados com a 
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neuraminidase resultou em perfis proteolíticos variáveis entre os venenos, e cinco deles (B. 

atrox, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni) mostraram suas atividades 

significativamente alteradas após a remoção de ácido siálico (Figura 33). 

 

 

Figura 33. Atividade fibrinogenolítica de venenos do gênero Bothrops não tratatos e tratados com 

neuraminidase. A atividade fibrinogenolítica específica é expressa em U/min/mg. Uma unidade de atividade 

foi definida como a quantidade de enzima que gerou um aumento de uma unidade na absorbância 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 Análise da hidrólise do fibrinogênio por eletroforese 

 

A degradação de fibrinogênio em solução também foi avaliada pela visualização do 

perfil eletroforético dos produtos gerados pelas proteases dos venenos do gênero Bothrops 

não tratados e tratados com a neuraminidase. Estes resultados estão representados na Figura 

34. 
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Figura 34. Atividade fibrinogenolítica de venenos do gênero Bothrops não tratados e tratados com 

neuraminidase. Fibrinogênio humano foi incubado com os venenos na proporção enzima: substrato 1:500, por 

30 min a 37°C. Os retângulos vermelhos indicam bandas de fibrinogênio com diferentes graus de hidrólise entre 

os venenos controle e dessialilado. (F): Fibrinogênio, (-) Veneno não tratado com neuraminidase; (+) Veneno 

tratado com neuraminidase. Proteínas coradas com Coomassie Blue G. 

 

A atividade dos venenos não tratados com a neuraminidase resultou na degradação 

da cadeia alfa do fibrinogênio, e na geração do dímero gama-gama, devido à presença de 

serinoproteases capazes de converter o fibrinogênio em fibrina em venenos de viperídeos 46. 

Neste ensaio, a remoção de resíduos de ácido siálico afetou a atividade fibrinogenolítica 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 são semelhantes aos obtidos na avaliação da degradação pela 

determinação da absorbância dos produtos de degradação em 280 nm (Figura 33), indicando 
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que os resíduos de ácido siálico são importantes para algumas proteases de venenos, na 

interação com fibrinogênio e catálise. 

 

4.2.5 Atividade coagulante sobre o plasma humano 

A atividade coagulante de venenos do gênero Bothrops foi avaliada considerando a 

menor quantidade de veneno capaz de coagular uma solução padronizada de plasma citratado 

em 60 s, a 37 ºC, ou seja, a Dose Mínima Coagulante (DMC) 150. Assim, para avaliar o efeito 

da dessialilação de enzimas proteolíticas na atividade coagulante de venenos do gênero 

Bothrops, primeiramente foi determinada a DMC dos mesmos. Para isso, curvas 

(concentração de veneno x tempo de coagulação) 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 estão listados os diferentes valores médios de DMC apresentados pelos 

venenos sem tratamento com a neuraminidase, mais uma vez indicando os diferentes 

conteúdos de proteases com atividade pró-coagulante nos mesmos. 

 

Tabela 8. Dose mínima coagulante (DMC) de venenos do gênero Bothrops sobre o plasma 

humano. 

Venenos DMC (µg) 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 1,5 ± 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 Padrão calculado a partir de 3 determinações. 

A Figura 35 mostra curvas comparativas de atividade coagulante dos venenos não 

tratados e tratados com a neuraminidase. Nesse ensaio, como controle negativo, a enzima 

neuraminidase (0,2 U/μL) foi incubada com o plasma humano por 120 min, não resultando 

na coagulação do mesmo. Ainda que em diferentes graus, a remoção do ácido siálico 

provocou uma diminuição da atividade coagulante sobre o plasma humano de todos os 

venenos. 



Figura 35. Atividade coagulante dos venenos do gênero Bothrops não tratados e tratados com neuraminidase. Os gráficos representam a curva de diluição seriada 

de cada veneno (μg) e tempo de coagulação (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 três mensurações com diferentes 

quantidades de veneno, e os dados obtidos foram utilizados para calcular a variação da 

atividade coagulante dos venenos não tratados e tratados com neuraminidase. Os valores de 

p-value calculados para cada ponto da curva de coagulação indicaram que a remoção de ácido 

siálico promoveu uma diminuição significativa na atividade coagulante para a maioria dos 

venenos analisados, principalmente B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi, e 

B. insularis. 

Dessa forma, após confirmar a diferença significativa entre os pontos das curvas de 

coagulação a DMC dos venenos foi calculada em ambas as condições (com e sem tratamento 

com a neuraminidase) (Tabela 9). Os valores de atividade coagulante residual mostram um 

diminuição 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 concordância 

com os outros resultados deste estudo, que indicaram que as atividades de hidrólise de 

proteínas pelos venenos analisados foram afetadas pela dessialilação enzimática. 

 

Tabela 9. Dose mínima coagulante (DMC) de venenos do gênero Bothrops submetidos ou 

não à dessialilação enzimática com neuraminidase. 

  B. jararaca B. jararacussu B. cotiara   

  Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado   

Atividade coagulante (µg)* 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 (µg)* 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 (µg)* 1,36 1,67 0,93 1,79 2,79 3,10   

Atividade  residual**   81,3%   52%   90,2%   
*Dose Mínima Coagulante utilizada para medir a atividade coagulante das amostras de veneno. 

**A atividade residual é representada em porcentagem da atividade coagulante remanescente após incubação das 

amostras de veneno com a enzima neuraminidase. 

 

 

 



110 

 

4.2.6 Avaliação do papel do ácido siálico na atividade proteolítica do veneno de B. 

jararaca sobre o plasma humano 

 

4.2.6.1 Perfil eletroforético do plasma humano incubado com o veneno 

Para a avaliação do papel de ácido siálico na atividade proteolítica do veneno de B. 

jararaca sobre as proteínas do plasma humano, amostras não tratadas e tratadas com a 

neuraminidase foram incubadas com o plasma, conforme a descrição da Figura 5, e o perfil 

proteico foi avaliado por eletroforese. Apesar de a degradação de componentes do plasma 

não ter sido claramente perceptível pelo perfil eletroforético de proteínas, principalmente 

devido à alta abundância de albumina plasmática, a Figura 36 mostra sutis alterações entre 

as amostras incubadas com o veneno íntegro ou dessialilado. 

 

Figura 36. Perfis eletroforéticos em gel de SDS-poliacrilamida (12%) do plasma humano após incubação com 

o veneno não 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). Proteínas coradas com Coomassie Blue G. 

 

4.2.6.2 Análise das frações peptídicas do plasma humano incubado com o veneno 

A análise da fração peptídica do plasma humano incubado com o veneno de B. 

jararaca não tratado e tratado com a neuraminidase resultou na identificação de peptídeos 

oriundos da hidrólise de proteínas (Tabela Suplementar 16). A Figura 37 A,B mostra gráficos 
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de Venn ilustrando os números de peptídeos identificados nos três experimentos 

independentes de incubação do plasma, indicando que as proteases do veneno hidrolisaram 

proteínas plasmáticas gerando 412 peptídeos comuns, porém no caso da amostra de veneno 

tratada com neuraminidase a proteólise foi parcialmente afetada pela remoção de ácido 

siálico, e resultou em um número mais baixo de peptídeos (322). A comparação dos peptídeos 

comuns identificados nas amostras de plasma incubadas com veneno não tratado e tratado 

com a neuraminidase (Figura 37C) indicou que apenas uma parte desses peptídeos (207) foi 

gerada por ambos os venenos, enquanto 205 e 115 peptídeos eram específicos, 

respectivamente, da incubação do plasma com o veneno não tratado e tratado com a 

neuraminidase. Apesar desta diferença no perfil de peptídeos gerados pelos venenos, 26 de 

um total de 33 proteínas foram degradadas por ambos. 
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Figura 37. Diagramas de Venn ilustrando os números de peptídeos e proteínas identificados por LC-MS/MS 

nas frações de plasma humano incubado com veneno de B. jararaca não tratado e tratado com neuraminidase. 

(A) Peptídeos identificados em três amostras de plasma controle ou plasma incubado com neuraminidase. (B) 

Peptídeos identificados em três amostras de plasma incubado veneno de B. jararaca não tratado (JAC1-3) e 

tratado com neuraminidase (JAT1-3). (C) Comparação dos números de peptídeos identificados em comum nas 

três amostras analisadas de plasma não tratado (JAC1-3) e tratado com neuraminidase (JAT1-3) e das proteínas 

identificadas como clivadas nas amostras de plasma incubado com o veneno de B. jararaca não tratado (JAC1-

3) e tratado com neuraminidase (JAT1-3). 
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A Tabela 10 lista as proteínas degradadas pelo veneno de B. jararaca não tratado e 

tratado com a neuraminidase, incluindo várias apolipoproteínas, inibidores de enzimas 

proteolíticas, fibrinogênio, cininogênio, entre outras. Segundo essa análise, as cinco proteínas 

mais degradadas foram apolipoproteínas A-I e A-IV, alfa-2-HS-glicoproteína, protrombina e 

fibrinogênio. O efeito da remoção de resíduos de ácido siálico das proteínas do veneno foi 

visto pelo número mais baixo de peptídeos gerados a partir das 28 proteínas clivadas pelo 

veneno tratado com neuraminidase, e pela clivagem exclusiva de algumas proteínas pelo 

veneno não tratado (5) e tratado com a glicosidase (2). Ainda, em algumas proteínas, o 

mapeamento das regiões clivadas pelas proteases mostrou algumas diferenças entre os 

experimentos com o veneno íntegro e com o tratado com a neuraminidase, como por exemplo 

no caso do fibrinogênio (Figura 38) e da protrombina (Figura 39). Os mapas de clivagem 

dessas proteínas mostram as diferentes sequências de peptídeos gerados pelas amostras de 

ambos os venenos, e ainda regiões da cadeia polipeptídica que deixaram de ser clivadas no 

caso do veneno dessialilado. Em conjunto, esses resultados indicaram que a remoção de ácido 

siálico alterou o perfil de proteólise do veneno de B. jararaca sobre proteínas plasmáticas. 
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Tabela 10. Proteínas do plasma humano identificadas como clivadas a partir da análise por LC-MS/MS da fração de peptídeos após a incubação 

com o veneno de B. jararaca não tratado (JAC) e tratado (JAT) com neuraminidase. Apenas as proteínas identificadas a partir dos peptídeos 

comuns às incubações independentes (JAC1-3 e JAT1-3) foram consideradas. Em negrito estão destacadas as cinco proteínas que resultaram nas 

maiores quantidades de peptídeos identificados. 

Identificação da 

proteína 

Descrição PLASMA + JAC 

# peptídeos 

exclusivos 

# peptídeos 

 compartilhados 

PLASMA + JAT 

# peptídeos exclusivos 

ALBU_HUMAN Albumin  2     

A1AT_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 

APOA1_HUMAN Apolipoprotein A-I  29 36 10 

APOA2_HUMAN Apolipoprotein A-II  1     

APOA4_HUMAN Apolipoprotein A-IV  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-III  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 

CO3_HUMAN Complement C3  2 4 3 

CO4_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 
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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. Comparação da sequência de aminoácidos da cadeia α do fibrinogênio humano indicando os produtos de clivagem (peptídeos) gerados após a incubação 

do plasma com o veneno de B. jararaca não tratado (JAC 1,2,3) e tratado (JAT 1,2,3) com neuraminidase. Linhas azuis indicam os peptídeos identificados. Linhas vermelhas 

indicam a região não clivada pelas proteases do veneno tratado com neuraminidase. Visualização gráfica gerada com o PEAKS Studio 7. 

PLASMA+ BJAC-1 PLASMA+ BJAC-2 PLASMA+ BJAC-3

PLASMA+ BJAT-1 PLASMA+ BJAT-2 PLASMA+ BJAT-3
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Figura 39. Comparação da sequência de aminoácidos da protrombina humana indicando os produtos de clivagem (peptídeos) gerados após a incubação do plasma com o veneno 

de B. jararaca não tratado (JAC 1,2,3) e tratado (JAT 1,2,3) com neuraminidase. Linhas azuis indicam os peptídeos identificados. Linhas vermelhas indicam a região não 

clivada pelas proteases do veneno tratado com neuraminidase. Visualização gráfica gerada com o PEAKS Studio 7. 

PLASMA+ BJAC-1 PLASMA+ BJAC-2 PLASMA+ BJAC-3

PLASMA+ BJAT-1 PLASMA+ BJAT-2 PLASMA+ BJAT-3
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Subproteomas de proteínas de venenos de Bothrops com afinidade por lectinas que 

reconhecem ácido siálico (SNA e MAL) 

Resíduos de ácido siálico (Neu5Ac) são de particular importância para proteínas 

glicosiladas. Neu5Ac é frequentemente o resíduo terminal de cadeias de glicanos das 

glicoproteínas, tipicamente conectado à galactose por ligações glicosídicas α2-3 ou α2-6. 

As diferenças nas posições de ligação entre esses dois isômeros têm sido relacionadas ao 

desenvolvimento de diferentes fenótipos de câncer, onde alterações da superfície celular 

relacionadas ao tumor, geralmente envolvem um aumento na sialilação α2-6 161,162. Por 

outro lado, Neu5Acα2-3 faz parte dos motivos de Lewis (sLeX/A) sialilados, que são 

característicos de células cancerígenas em metástase 163. Esse epítopo foi também descrito 

em algumas toxinas de venenos 152,154. Além disso, interações diferenciais entre a proteína 

hemaglutinina (HA) do vírus influenza A e receptores de glicano contendo Neu5Acα2-3 

(aviário) ou Neu5Acα2-6 (humano) desempenham um papel importante na regulação da 

especificidade do hospedeiro e na adaptação do vírus.164 

A presença de resíduos de ácido siálico tem sido descrita em diferentes trabalhos 

sobre componentes de venenos de serpentes 114,152,154,158,165, e neste contexto, a avaliação 

da presença de glicoproteínas sialiladas em venenos do gênero Bothrops teve início em 

nosso grupo com o uso da lectina WGA 41, que reconhece glicanos contendo resíduos de 

ácido siálico terminais ou N-acetilglicosamina (GlcNAc) 166. Apesar de os subproteomas 

identificados em sete venenos do gênero Bothrops utilizando a WGA em cromatografia de 

afinidade terem mostrado que SVMPs e SVSPs são as classes de toxinas mais abundantes 

reconhecidas por esta lectina, não foi possível distinguir quais carboidratos estavam 

presentes nas porções terminais dessas glicoproteínas. E embora WGA seja comumente 

usada para se ligar à estruturas de N-glicanos complexos sialilados, devido à sua afinidade 

secundária para NeuAcα2-3 167, pouca afinidade tem sido descrita para os glicanos com 

NeuAc na posição α2-6 e α2-8 168. Somado a esse fato, seu reconhecimento de carboidratos 

é sabidamente mais amplo em comparação com outras lectinas 169, e dessa forma, para 

acessar as diferentes camadas de diversidade estrutural nas quais os resíduos de ácido 

siálico se apresentam, faz-se necessário utilizar lectinas mais específicas.  
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Os ácidos siálicos são dotados de uma rica diversidade de modalidades químicas 

em um único monossacarídeo e por possuírem diversos papéis funcionais que medeiam 

processos biológicos importantes, tornaram-se o foco em nossos estudos, desde que a 

análise da composição de diferentes N-glicanos presentes em proteínas de venenos de 

Bothrops 131 mostrou a abundância deste monossacarídeo na posição terminal de quase 

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

Dessa forma, para explorar o conteúdo de glicoproteínas de venenos do gênero 

Bothrops contendo N-glicanos com ácido siálico, no presente estudo, o uso de 

cromatografia de afinidade à lectina SNA e ensaios de pull down com MAL I tiveram como 

objetivo avaliar as classes de toxinas do ponto de vista de sua glicosilação, em especial 

para explorar as diferentes configurações nas quais resíduos de ácido siálico estão presentes 

em N-glicanos, uma vez que não foi possível avaliar todos os tipos de ligações existentes 

entre os resíduos de ácido siálico e as hexoses (Hex/HexNAc) presentes nas estruturas de 

N-glicanos caracterizados por Andrade-Silva e colaboradores 131. Assim, ao utilizar as 

lectinas SNA e MAL I foi possível detectar proteínas contendo resíduos de ácido siálico 

nas configurações, respectivamente, NeuAcα2-6Gal/GalNAc e NeuAcα2-3Galβ1-

4GlcNAc. 

Sambucus nigra aglutinina I (SNA-I), é uma lectina da casca do sabugueiro, 

tradicionalmente utilizada para identificar estruturas de glicanos contendo Neu5Acα2-

6Gal/GalNAc 170,171. Classificada no grupo das RIP-II (ribosome-inactivating protein-II), 

a SNA é uma proteína tetramétrica, que se apresenta como um heterotetrâmero (~140 kDa) 

composto por dois heterodímeros, cada um contendo uma cadeia A (que se assemelha à 

cadeia A da ricina) e uma cadeia B (lectina do tipo R que se liga ao glicano), ligadas por 

pontes de dissulfeto 172. A SNA é uma das poucas lectinas que contêm o domíno tipo R que 

não reconhece Gal/GalNAc, e sim resíduos de ácido siálico ligados na posição α2-6 173. 

Para o reconhecimento de ácido siálico nessa configuração, tanto o grupo carboxil livre do 

C-1 quanto a cadeia lateral de gliceril (C7-C9) mostraram-se necessários para completa 

interação da lectina com o monossacarídeo 170.  

As cromatografias de afinidade utilizando a resina SNA-agarose possibilitaram 

enriquecer apenas uma pequena fração de componentes dos venenos do gênero Bothrops 

aqui analisados (Tabela 1). Porém, apesar da baixa quantidade de proteínas recuperadas, 

com os resultados obtidos foi possível mostrar as sutis diferenças na composição de toxinas 

de venenos de Bothrops em comparação com a lectina MAL I, que também reconhece 
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ácido siálico na posição terminal, mas em diferente configuração (Figura 20 A,C). A 

análise das frações de proteínas que se ligaram à resina de SNA-agarose mostrou 

distribuição variável das classes de toxinas entre os venenos, porém algumas destacaram-

se por estarem em maior abundância nas frações enriquecidas pela lectina, como as 

SVMPs, SVSPs e CTLs (Figura 8). 

Entre os venenos analisados, alguns resultaram em maior quantidade de proteínas 

enriquecidas pela lectina SNA e identificadas, como foi o caso de B. jararaca, cuja fração 

retida também mostrou um perfil eletroforético mais diversificado, em comparação com os 

demais (Figuras 7 e 8; Tabela 2). Porém essa correlação entre os resultados não ocorreu 

em todos os venenos, como foi o 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 proteínas identificados nas suas frações retidas pela 

SNA (Tabela 2). Apesar de o enriquecimento usando a lectina SNA ter sido variável entre 

os venenos, esta lectina possibilitou enriquecer em maior quantidade as proteínas de alguns 

venenos (B. jararaca, B. moojeni e B. atrox) (Figuras 8 e 20), indicando que N-glicanos 

contendo ácido siálico na configuração α2-6 estão diferencialmente presentes nos venenos 

das espécies de Bothrops aqui estudadas. 

Outro ponto importante destes resultados foi a presença significativa de CTLs na 

fração de proteínas enriquecidas pela SNA-agarose, principalmente nos venenos de B. 

atrox, B. jararaca e B. moojeni (Figuras 8 e 20A, Tabela 2). A contribuição em termos 

quantitativos dessa classe de toxina entre os achados de proteínas enriquecidas pela SNA 

causou um viés nos valores totais de grupos de proteínas identificados, principalmente 

quando se compara a presença desta classe de toxina entre as frações enriquecidas pelas 

três lectinas usadas neste estudo (Figura 20). Ainda que em quantidade mais baixa, PLA2s, 

outra classe de toxinas não glicosilada, também foram identificadas na fração enriquecida 

pela SNA (Tabela 2). 

Dentre as toxinas enriquecidas pela SNA, as LAAOs foram identificadas em menor 

número nas frações retidas, e apesar dessa classe de proteínas ser frequentemente descrita 

como glicosilada 56,174–177, esse resultado indicou que em venenos de Bothrops, as LAAOs 

possivelmente contêm poucos N-glicanos contendo ácido siálico ligado à galactose 

terminal na posição α2-6 (Tabela 2; Figura 8). 
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Apesar de a sialilação ter sido relatada em algumas LAAOs 114,178, possivelmente 

contribuindo para a microheterogeneidade de formas dessas toxinas 119,179, Geyer e 

colaboradores 114 relataram a presença de ácido siálico na posição α2-3 (NeuAcα(2-

3)Galβ(1-3)Glc) em uma LAAO do veneno de Calloselasma rhodosoma, além da 

descrição de estruturas de N-glicanos bissialilados. Neste trabalho, os autores destacaram 

a homogeneidade da glicosilação observada na toxina analisada, sugerindo uma forte 

contribuição dessas estruturas sialiladas na interação com siglecs (sialic acid-binding 

lectins) resultando em danos oxidativos localizados pela produção de H2O2. Mais tarde 

Ande e colaboradores 180 descreveram que a ligação e internalização desta LAAO parecia 

ser mediada por sua porção de glicano, já que a dessialilação reduziu a citotoxicidade da 

mesma em células de Jukart. Dessa forma, levando em consideração essas informações, a 

identificação deficiente de LAAOs em frações de venenos de Bothrops ligadas à SNA 

poderia ser explicada pela possível presença dessas diferentes estruturas anteriormente 

descritas, que não são reconhecidas pela lectina SNA. 

A lectina MAL I, diferentemente do observado com a SNA, enriqueceu as classes 

de toxinas de forma mais homogênea, porém sendo mais específica para alguns venenos, 

como foi o caso de B. cotiara, B. fonsecai, B. insularis e B. jararaca (Figura 18). Não 

obstante, a MAL I, da mesma forma que a SNA, enriqueceu preferencialmente as classes 

de toxinas tipicamente mais abundantes em venenos do gênero Bothrops, como as SVMPs 

e as SVSPs, além de também enriquecer diversas outras enzimas de baixa abundância nos 

venenos (Tabelas 2 e 5). Além da identificação por espectrometria de massas, essas 

proteínas pouco abundantes, classificadas como “Outros” neste trabalho, também foram 

detectadas pela presença de bandas de proteínas 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 relação às SVSPs, essas toxinas foram identificadas na maioria das frações 

enriquecidas pelas lectinas SNA (Figura 8) e MAL I (Figura 18), evidenciando a já 

reportada microheterogeneidade na glicosilação dessas proteínas 98 e indicando que em 

relação à sialilação, as SVSPs de venenos do gênero Bothrops devem apresentar ambas as 

configurações (α2-3 e α2-6) de resíduos de ácido siálico em seus N-glicanos. E de fato, 

diversas serinoproteases isoladas de venenos de Bothrops foram reportadas como 

glicosiladas 46,181–184, e em especial algumas foram descritas contendo ácido siálico em sua 
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composição, como as serinoproteases do tipo-trombina BpSP-I de B. pauloensis 165, BJ-48 

183 e BjussuSP-1 185 de B. jararacussu, e uma enzima isolada do veneno de B. pictus 186. 

Outro fator que pode estar relacionado à limitação no reconhecimento de proteínas 

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 presença de N-glicanos contendo ácido siálico na configuração 

a α2-6. Sabe-se que a SNA-I se liga a estruturas terminais de Neu5Acα2-6Gal e que os 

resíduos de galactose ou N-acetilgalactosamina podem ser importantes na ligação 

170,171,187,188. Porém, com base em análises simultâneas de microarray da interação de SNA 

com uma variedade de glicanos, Smith e colaboradores 189 identificaram a necessidade de 

um determinante mínimo de três carboidratos (Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc) para que a 

SNA se ligasse com alta afinidade, indicando um forte requisito para a presença de Galβ1-

4GlcNAc, ou seja, lactosamina (LacNAc) subsequente ao resíduo de ácido siálico apenas 

na configuração α2-6. 

Considerando essas informações, e os resultados obtidos por Andrade-Silva e 

colaboradores 131, que classificaram os venenos de acordo com as principais estruturas 

identificadas de N-glicanos, esperaríamos que, se houvessem resíduos de ácido siálico na 

posição α-2,6, estes não seriam detectados nos venenos classificados naquele estudo como 

grupo 2 (B. erythromelas, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi), já que nesses venenos 

apenas foram observadas estruturas no qual os resíduos de ácido siálico (Neu5A ou 

Neu5Gc) estavam ligados a uma GalNAcβ1-4GlcNAc (LacdiNAc). E como o 

reconhecimento pela SNA tem como requisito a presença de uma galactose após o ácido 

siálico, este critério seria atendido apenas pelos venenos de B. jararaca, B. insularis e B. 

cotiara, onde foram detectados resíduos de ácido siálico na sequência Neu5A-Galβ1-

4GlcNA em seus N-glicanos. Porém, com relação às estruturas mais complexas de 

carboidratos, como em N-glicanos do tipo complexo biantenado, Smith e colaboradores 189 

identificaram que a SNA tem preferência por reconhecer esse trissacarídeo na ramificação 

que parte do núcleo trimanosil a partir da ligação α1-3, e não da ramificação α6, como 

mostrado na Figura 40. 
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Figura 40. Motiv de ligação da lectina SNA (retângulo tracejado) em um N-glicano do tipo complexo 

biantenado terminando com o determinante mínimo definido por Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc, conforme 

reportado por Smith e colaboradores189. 

Estudos posteriores em microarrays, utilizando N-glicanos assimétricos 190, ou 

glicanos sialilados contendo várias modificações naturais deste monossacarídeo 191, 

reforçaram essa preferência pela lectina SNA 192. Dessa forma o reconhecimento da SNA 

não se restringe apenas à identificação do trissacarídeo NeuAc (α2-6) Gal (β1-4)GalNAc e 

suas sutis modificações, mas inclui o reconhecimento de estruturas mais complexas de 

glicanos onde se encontra esse trissacarídeo. 

Por fim, vale considerar alguns pontos: i) muito tem sido feito para determinar a 

afinidade das lectinas usando glicoproteínas com glicosilação conhecida, e apesar dos 

desafios da presença de microheterogeneidade entre as glicoformas, estudos com estruturas 

de N-glicanos isolados têm sido realizados para elucidar a especificidade de lectinas. No 

entanto, considerando a complexidade das interações entre as lectinas e os glicanos e que 

a afinidade/avidez é baseada em múltiplas interações entre o glicano, a lectina e a parte 

aglicana de glicoproteínas, torna-se difícil afirmar como as lectinas se comportam em 

relação à sua seletividade e especificidade, quando expostas a misturas complexas de 

proteínas, como os venenos de serpentes; ii) em glicobiologia, os termos “determinante 

mínimo” ou “parcial” são frequentemente usados para descrever a estrutura mínima de um 

glicano, necessária para interagir com uma lectina, não sendo necessariamente suficiente 

para uma completa interação de alta afinidade 193; iii) embora as lectinas tenham a 

capacidade de enriquecer algumas glicoproteínas de forma seletiva e reprodutível, outras 

proteínas carregando o mesmo repertório de glicanos podem não ser reconhecidas, já que 

o mesmo glicano pode não ser reconhecido por apresentar pequenas modificações químicas 

em suas estruturas, como por exemplo metilação e sulfatação, a depender da flexibilidade 

de cada lectina em acomodar essas modificações. Este desafio também foi observado por 

Lee e colaboradores 194 que ao analisarem os glicanos identificados em glicoproteínas 

enriquecidas por lectinas (ConA, jacalina e WGA) em cromatografias de afinidade com 

proteínas de membranas celulares de fígado e proteínas do plasma, verificaram que as 
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lectinas foram úteis para fracionar as glicoproteínas destas misturas complexas em 

diferentes subsets de glicoproteínas, mas a caracterização dos glicoproteomas totais não foi 

possível por esta abordagem. 

A presença de resíduos de ácido siálico na configuração α2-3 em N-glicanos de 

venenos do gênero Bothrops foi avaliada utilizando a lectina MAL I em ensaios de pull 

down (Figuras 14-17), e uma mistura das lectinas MAL I e MAL II (MAA) nos ensaios de 

blot (Figura 26). Apesar de ambas as formas de MAL serem isoladas da árvore leguminosa 

M. amurensis, as isolectinas apresentam perfis de interação e afinidade distintos. Quanto à 

especificidade celular, se distinguem por induzir atividade leucoaglutinante (MAL I) ou 

hemaglutininante (MAL II ou MAH) e em relação ao perfil de interação com os glicanos, 

ambas reconhecem ácido siálico na posição α2,3 ligado à galactose, porém se diferenciando 

a partir do carboidrato e ligação subjacente 157. Assim, MAL I é conhecida por detectar N-

glicanos ou core 2 de O-glicanos que contêm o trissacarídeo NeuAα2-3Galβ1-4GlcNAc 

(ou NeuAα2-3-LacNAc) 156,195, enquanto que MAL II é utilizada para detectar O-glicanos 

que contêm o trissacarídeo NeuAα2-3Galβ1-3GalNAc 196,197. Ainda, com relação a 

especificidade de ambas, foi descrito que MAL I/II reconhecem glicanos que não são 

sialilados, mas sulfatados na sequência SO4-3-Galβ1-4GlcNAc 157. 

A MAL I, ao contrário 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 NeuAcα2-3Galβ1-4GlcNAc, ou em outras 

palavras, um ácido siálico ligado à lactosamina, reconheceu principalmente proteínas dos 

venenos onde foi reportada a estrutura acima descrita (B. jararaca, B. insularis e B. cotiara) 

131. Além disso, MAL I também reconhece a estrutura dissialilada NeuAcα2-8NeuAcα2-

3Galβ1-4Glc 157, indicando que esta lectina tolera a substituição em C8 de NeuAcα2-

3Galβ, diferentemente de SNA que perde seu reconhecimento com uma simples 

substituição neste carbono por um grupo metila 191. 

Esses resultados confirmaram os achados obtidos por Andrade-Silva e 

colaboradores 131 que demonstraram a presença de lactosamina dissialilada tanto em 23 

estruturas de N-glicanos em venenos do Complexo Jararaca (B. jararaca e B. insularis), 

quanto em 13 N-glicanos no veneno de B. cotiara, estruturas essas que não alteram o 

reconhecimento pela MAL I, mas que poderiam dificultar a ligação por SNA. Em 

contrapartida, a presença de Neu5Gc descrita nestes venenos, não teria nenhum efeito 

negativo para o reconhecimento de ambas as lectinas 197. 
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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 presença de resíduos de ácido siálico terminais em N-

glicanos 131, estes estavam ligados à GalNAc e não a uma galactose. Essa simples troca de 

monossarideo parece ter sido o suficiente para que a MAL I diminuísse a taxa de 

enriquecimento das proteínas desses venenos, no presente estudo (Figuras 14-17 e Figura 

26). 

Finalmente, apesar de o kit DIG Glycan permitir a detecção de apenas 

glicoproteínas altamente abundantes, a abordagem de blot de lectina mostrou a baixa 

presença de glicoproteínas com ácido siálico na ligação α2-6 nos venenos de Bothrops aqui 

analisados, indicando que a posição α2-3 pode ter sido favorecida na evolução, para a 

ligação entre NeuAc e Gal(NAc). Este conceito está em consonância com estudos que 

mostraram que in vivo, neoglicoproteínas contendo ácido siálico na configuração α2-6 

mostraram meia-vida sérica reduzida em camundongos em relação ao isômero α2-3-

sialilado 198,199.Dessa forma, toxinas contendo ácido siálico na ligação α2-3 seriam mais 

estáveis na circulação facilitando sua atuação na presa. 

 

5.2 Subproteomas de proteínas de venenos de Bothrops com afinidade por lectina que 

reconhece bisecting GlcNAc (PHA-E) 

O estudo de Andrade-Silva e colaboradores 131 também revelou um perfil distinto 

de N-glicanos do veneno de B. cotiara, que em comparação com os outros venenos 

analisados foi o único a apresentar em 13 das 22 estruturas identificadas, resíduos de 

GlcNAc conectados a uma β-manose central do núcleo de N-glicano, por uma ligação β1,4. 

A transferência de GlcNAc a uma β-manose ocorre durante a etapa de montagem e 

remodelação dos N-glicanos no complexo de Golgi e é catalisada pela N-

acetilglicosaminiltransferase-III (GnT-III/MGAT-III). Como sua presença resulta na 

supressão de processamento adicional e alongamento dos N-glicanos catalisados por outras 

glicosiltransferases, a GlcNAc adicionada nesta posição permanece como uma estrutura 

bissetora, não sendo considerada uma antena 200,201. Assim, N-glicanos híbridos e 

complexos que contêm a estrutura GlcNAc bissetora formam um subtipo de glicanos 

denominado bisecting GlcNAc 202,203. 

Diferentes estratégias têm sido utilizadas para avaliar e identificar a presença de N-

glicanos contendo a estrutura de GlcNAc bissecante em glicoproteínas, com o objetivo de 
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revelar seus papéis biológicos. Além de analisar a expressão da enzima que transfere o 

resíduo GlcNAc para a manose (GnT-III) 204 em sistemas biológicos, a abordagem mais 

utilizada para detectar bisecting GlcNAc tem sido o uso da lectina PHA-E em experimentos 

de blot ou cromatografia de afinidade. Dessa forma, para avaliar o conteúdo N-glicanos 

contendo bisecting GlcNAc em venenos do gênero 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 GlcNAc presente nas 

glicoproteínas. 

Os perfis eletroforéticos (Figura 11) e a quantificação de proteínas (Tabela 3) das 

frações dos proteomas reconhecidas pela PHA-E nos venenos de Bothrops aqui analisados 

mostraram variabilidade, no entanto, em concordância com o estudo de Andrade-Silva e 

colaboradores 131, o veneno de B. cotiara foi o que resultou na maior quantidade de 

proteínas retidas na resina. Este veneno, da mesma forma que o de B. fonsecai, mostrou o 

reconhecimento de diversas bandas de proteínas no ensaio de blot com esta lectina na forma 

biotinilada (Figura 27). O veneno de B. fonsecai não fez parte do estudo anterior, porém a 

B. cotiara é morfologicamente e filogeneticamente muito próxima a B. fonsecai 25,e dessa 

forma, pelo menos com relação à presença de N-glicanos contendo bisecting GlcNAc, 

parece que esses dois venenos apresentam similaridade. 

Em relação aos perfis eletroforéticos de proteínas presentes nas frações 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 presença da estrutura bisecting 

GlcNAc em uma ampla variedade de componentes nos venenos de Bothrops. Ainda, a 

comparação dos perfis eletroforéticos das proteínas enriquecidas pela PHA-E em relação à 

SNA (Figura 7) e à MAL I (Figuras 14-17) indicou claramente que o perfil de proteínas 

retinas na resina PHA-E-agarose foi muito mais complexo, sugerindo que o repertório de 

glicoproteínas dos venenos de Bothrops seja mais rico em glicanos contendo a estrutura 

bisecting GlcNAc do que o ácido siálico nas configurações α2-6 e α2-3. 

Com relação à quantidade de grupos de proteínas identificados, PHA-E mostrou 

valores altos e semelhantes entre os venenos avaliados (Figura 13) e proteínas glicosiladas 

como as SVMPs e SVSPs foram as toxinas enzimáticas identificadas em maior número. 

Comparativamente à SNA e à 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 distribuíram-se 
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homogeneamente entre os venenos (Figura 20B), sugerindo que a estrutura bisecting 

GlcNAc está presente nas principais glicoproteínas, diferentemente do que foi visto com a 

SNA e a MAL. 

A PHA-E é uma lectina de leguminosa tetramérica, que pertence a uma família de 

cinco isolectinas isoladas da espécie Phaseolus vulgaris, formadas pela combinação de 

duas subunidades (E e L) 205. PHA-E possui quatro subunidades E (E4), sendo classificada 

dentro do grupo de lectinas do “tipo complexo", uma vez que mostra uma preferência por 

N-glicanos do tipo complexo, e não por monossacarídeos. Inicialmente, observou-se que 

essa lectina se ligava especificamente a N-glicanos di-galactosilados e bissectados 206. Mais 

tarde, Cummings e Kornfeld 205 confirmaram que o resíduo de N-acetilglicosamina 

(GlcNAc) bissecado é essencial para a ligação. Yamashita e colaboradores 143, 

determinaram que apenas a presença da galactose em uma das ramificações (α1-6) do N-

glicano era necessário para ser reconhecida pela lectina.  

Posteriormente, Nagae e colaboradores 207 mostraram através da estrutura 

cristalográfica da PHA-E que a unidade de trissacarídeo (Gal (β1-4) GlcNAc (β1-2) Man) 

presente no core do N-glicano é claramente crítica para se ligar à lectina, podendo estar 

localizada tanto na ramificação α1-3 ou α1-6 do glicano biantenado. Porém foi atribuído 

ao resíduo bisecting GlcNAc, (que não interage diretamente com a lectina) o efeito de 

restringir as conformações do glicano, reduzindo o número de conformações do ligante e 

aumentando as chances de ser reconhecido pela PHA-E. Dessa forma, este reconhecimento 

do trissacarídeo em ambos os braços de N-glicanos do tipo complexo poderia explicar a 

razão pela qual muitas toxinas foram enriquecidas por esta lectina em todos os venenos, e 

preferencialmente nos venenos de B. cotiara e B. fonsecai, onde a presença da estrutura 

bisecting GlcNAc possibilitou o aumento da afinidade dessas glicoproteínas pela lectina 

PHA-E. 

Em relação às proteínas enriquecidas pela lectina PHA-E, apenas sete foram 

encontradas comumente em todos os venenos, todas de caráter enzimático (Figura 13). 

Assim, a presença de SVMPs e SVSPs entre as sete proteínas comuns a todos os venenos 

analisados é condizente com estudos que mostraram a presença de bisecting GlcNAc em 

glicanos de metaloproteases 154,155. Porém, um fato notável foi que PHA-E possibilitou 

enriquecer uma grande quantidade de proteínas que são pouco abundantes e que também 

são conhecidas por serem putativamente glicosiladas. Entre elas, foi detectada a enzima 

glutaminil-ciclase (GCT), uma proteína não considerada como toxina, mas que 
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desempenha papel importante no processo de maturação de algumas toxinas ao catalisar a 

ciclização de glutamina N-terminal, gerando um resíduo de ácido piroglutâmico 208. Essa 

reação é considerada uma modificação pós-traducional importante, como por exemplo em 

peptídeos potenciadores de bradicinina e em algumas SVMPs 209–212. A presença de GCT 

também foi relatada por Melani e colaboradores 213, no proteoma do veneno Crotalus 

durissus terrificus, e também em venenos do gênero Bothrops 41,214. 

Quanto à função da estrutura bisecting GlcNAc em glicoproteínas, sua importância 

tem sido demonstrada em diferentes contextos biológicos, como por exemplo, na alteração 

da função de proteínas envolvidas em adesão, migração, crescimento e diferenciação 

celular 215,216, assim como na estabilização de proteínas sob condições de estresse 

oxidativo, como foi mostrado com BACE1, enzima que cliva a forma precursora da 

proteína β-amiloide 1 217, e na regulação da atividade da enzima adenilil ciclase III 218. No 

último caso, o aumento da atividade enzimática ocorreria porque a enzima se tornaria 

menos responsiva a sinais de inibição, devido à diminuição da estrutura de N-glicanos, já 

que a adição de bisecting GlcNAc pela GnT-III inibe a ação subsequente de 

glicosiltransferases 218. Assim, esses e outros estudos revelaram que uma simples 

modificação da estrutura de N-glicanos, com a adição de GlcNAc, pode resultar em 

diferentes respostas biológicas. 

Ainda, em nível molecular, a adição do resíduo GlcNAc, bissecando a estrutura do 

glicano, confere propriedades únicas ao reconhecimento de N-glicanos por lectinas, como 

descrito por Nagae e colaboradores 219 que identificaram a importância do resíduo GlcNAc 

em diminuir o número de conformações possíveis do glicano, favorecendo assim a 

interação da estrutura com a lectina PHA-E pela diminuição da perda entrópica 207. Porém, 

foi mostrado que no caso do receptor DCIR2, uma lectina do tipo C expressa em células 

dendríticas clássicas, a presença do resíduo GlcNAc na posição bissecada viabiliza o 

aumento da especificidade de interação do ligante pelo contato direto desse resíduo com a 

lectina. Nesse contexto, Nagae e colaboradores 219 descreveram que a interação direta entre 

o residuo GlcNAc e a lectina, ocorre pela formação de pontes de hidrogênio. 

Por fim, também foi relatado que glicanos contendo a estrutura bisecting GlcNAc 

apresentam funções em vias de supressão imunológica. Por exemplo, as células K562 são 

facilmente reconhecidas e mortas por células do tipo natural killer (NK); no entanto, após 

serem transfectadas com o gene que codifica a enzima GlcNAc-T III, as células K562, 

apresentando mais estruturas bisecting GlcNAc, mostraram maior resistência às células 



129 

 

NK 220. O possível mecanismo subjacente a esta supressão poderia residir na ativação de 

vias de transdução de sinal particulares que modulam as funções das células imunológicas 

203. 

Assim, diversos estudos têm mostrado a importância da estrutura bisecting GlcNAc 

em sistemas neurológicos, tolerância imunológica, na imunoglobulina G (IgG), e em 

metástase tumoral e desenvolvimento. Em glicoproteínas de venenos de serpentes, a 

estrutura bisecting GlcNAc também estaria associada a um efeito inibitório sobre as 

glicosiltransferases na via de síntese proteica, resultando na diminuição do conteúdo de 

estruturas ramificadas de N-glicanos. Uma hipótese é que esta estrutura em componentes 

glicosilados de venenos estaria envolvida na modulação da resposta das células do sistema 

imunológico da presa, como foi observado com células K562, que após aumentar a 

quantidade de estruturas bisecting GlcNAc tornaram-se resistentes à células NK. De toda 

forma, a presença da estrutura bisecting GlcNAc em diversas classes de toxinas de 

Bothrops indica sua potencial importância na interação entre toxina e alvo, seja este um 

receptor ou substrato de enzima. 

 

5.3. Comparação dos subproteomas de proteínas de venenos de Bothrops enriquecidas 

pelas lectinas SNA, MAL e PHA-E 

Os resultados deste estudo, mostrando que as três lectinas utilizadas para o 

enriquecimento de proteínas contendo resíduos de ácido siálico ou a estrutura bisecting 

GlcNAc também reconheceram proteínas putativamente não glicosiladas (CTL e PLA2) 

está em concordância com achados anteriores de nosso grupo, que mostraram o 

enriquecimento CTLs e PLA2s pelas lectinas ConA, WGA e PNA 41. Esse fato pode ser 

explicado admitindo-se que pode ter ocorrido a interação inespecífica desses componentes 

de veneno com as lectinas em regiões diferentes daquelas envolvidas no reconhecimento 

de carboidratos. E o caráter de inespecificidade do reconhecimento desses componentes de 

veneno pode ser verificado pelo fato de que as três lectinas enriqueceram conteúdos 

diferentes de CTLs e PLA2s entre os venenos analisados (Figuras 8, 12 e 18). De todo 

modo, esse resultado corrobora diversos estudos que mostraram a variabilidade 

interespecífica de componentes de venenos de serpentes. 

Não obstante, o uso de lectinas com diferentes especificidades possibilitou o 

enriquecimento de um total de 507 proteínas únicas de venenos do gênero Bothrops, 

incluindo 205 enriquecidas pela SNA, 308 pela MAL I e 326 por PHA-E, e (Figura 21; 
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Tabela Suplementar 15). Essas diferentes quantidades de proteínas enriquecidas refletem a 

abundância das proteínas acessadas por cada lectina, e apesar de a SNA ter sido usada 

apenas em experimentos com sete venenos, comparativamente, MAL I resultou em mais 

identificações, considerando que seu enriquecimento ocorreu majoritariamente em poucos 

venenos (quatro de nove venenos). Isso não ocorreu com a PHA-E que enriqueceu de forma 

homogênea as proteínas entre todos os venenos e teve contribuição de todas as espécies 

analisadas para a soma das proteínas acessadas. Uma explicação para o grande número de 

proteínas identificadas nas frações enriquecidas pela MAL I pode ser a etapa de 

descomplexação da amostra, que ocorreu antes da etapa de digestão das proteínas com 

tripsina. Essa etapa, provavelmente possibilitou aumentar o número de peptídeos 

tripsínicos identificados após a diminuição da complexidade das proteínas digeridas, já que 

o fracionamento da amostra ocorreu no momento da eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida (Figura 21). 

Estas diferentes proporções de grupos de proteínas identificados entre os venenos 

(Figura 20), assim como a quantidade variável de proteínas únicas enriquecidas (Figura 

21), resultam da combinação entre as características de cada lectina em enriquecer 

diferentes estruturas de glicanos, e da diversidade estrutural dos N-glicanos que cada 

espécie de serpente utiliza na composição das glicoproteínas presentes em seus venenos. 

Com relação às proteínas reconhecidas pelas três lectinas (Figura 21), muitas 

provavelmente compartilham de N-glicanos que contêm Neu5Acα2-6, Neu5Acα2-3 e a 

estrutura bisecting GlcNAc. Uma vez que Andrade e colaboradores 131 mostraram que 

ácido siálico na posição α2-6 é provavelmente menos comum em venenos de Bothrops e 

considerando que no caso da lectina PHA-E, a presença de ácido siálico ligado nesta 

posição exerce um efeito inibitório 143 sobre a interação de oligossacarídeos, em contraste 

com a presença de ácido siálico ligado em α2-3 221, é possível inferir que o número de 

proteínas compartilhadas entre PHA-E e SNA (48), quando comparado com o observado 

entre MAL I e PHAE (65) seja menor devido a limitações do reconhecimento da PHA-E. 

Além disso, é importante ressaltar que a presença de dímeros terminais de ácido siálico 

(ligados na posição α2-8), relatados em quase todas as estruturas de N-glicanos de venenos 

de Bothrops 131 limita o reconhecimento de glicoproteínas pela lectina SNA 191. Este fato, 

aliado às configurações estruturais que a lectina SNA requer para se ligar ao N-glicano, 

pode explicar a pouca sobreposição de proteínas comuns enriquecidas por SNA e MAL I 
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(15) que contenham em suas estruturas de glicanos com ácido siálico nas duas 

configurações (α2-6 e α2-3). 

Embora o método geralmente usado em muitos estudos para fracionar misturas 

complexas de glicoproteínas seja o reconhecimento por lectinas, há 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 glicoproteínas por uma lectina não tem 

correlação direta com a quantidade relativa da estrutura do glicano reconhecida por ela, 

presente na amostra. E ainda, este método não é capaz de revelar o sítio de glicosilação ou 

a estrutura do glicano. Entretanto, a aplicação de diferentes lectinas para o reconhecimento 

de glicoproteínas de venenos de serpentes é vantajosa no sentido de que os resultados 

revelam a variabilidade de componentes glicosilados e a sua contribuição na geração da 

complexidade dos venenos. 

Os conjuntos de proteínas enriquecidos pelas três lectinas (subproteomas) também 

foram analisados em agrupamento hierárquicos de acordo com os venenos, permitindo 

avaliar as relações entre as espécies de Bothrops avaliadas neste estudo. O subproteoma 

enriquecido pela SNA, diferentemente das outras lectinas, gerou um agrupamento 

hierárquico de sete espécies que não espelhou a classificação filogenética das mesmas 

(Figura 22), com exceção de B. moojeni e B. atrox que se agruparam próximos e que são 

espécies relacionadas filogeneticamente 25, apresentando dieta muito similar, fato que 

levou 15 a classificá-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 classificações taxonômicas 25. Esse resultado, de agrupamento hierárquico 

pelas proteínas enriquecidas pela MAL I, mostra a limitação da lectina em acessar todos os 

proteomas de forma similar, já que esse enriquecimento não depende apenas de sua 

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

A lectina PHA-E, por sua vez, devido à diversidade e quantidade de proteínas 

enriquecidas entre todos os venenos, possibilitou agrupar espécies relacionadas, gerando 

quatro clados distintos: um que reúne B. jararaca e B. insularis, em acordo com a 

classificação filogenética do Complexo Jarararaca; outro que agrupa B. fonsecai e B. 
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cotiara, espécies que são correlacionadas filogeneticamente; outro que agrupa B. moojeni 

e B. erythromelas, espécies não próximas filogeneticamente; e por último o grupo B. 

jararacussu, B. atrox e B. neuwiedi, espécies também distantes filogeticamente 25 (Figura 

23). 

Ainda, com relação aos subproteomas enriquecidos por essas lectinas, ficou 

evidente que suas diferentes especificidades ampliou a identificação de proteínas pouco 

abundantes nos venenos, além de revelar sutis diferenças entres as composições dos 

venenos. Levando em consideração estes aspectos, todas as proteínas enriquecidas pelas 

três lectinas foram reunidas para compor a clusterização hierárquica dos venenos 

analisados, resultando no agrupamento das espécies em três grupos distintos (Figura 25), 

que parcialmente se assemelha à classificação filogenética das serpentes, baseada em dados 

de morfologia, marcadores genéticos e hábitos de alimentação. Considerando a diversidade 

de agrupamentos obtidos a partir dos subproteomas revelados por nossas análises, é 

provável 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 padrões de glicosilação semelhantes revelados pelo 

presente estudo, pela caracterização de N-glicanos 131 e de subproteomas de proteínas com 

afinidade pelas lectinas ConA, WGA e PNA 41, são consideradas espécies divergentes em 

relação a seus hábitos alimentares, sendo B. jararaca uma espécie generalista e B. insularis 

especialista em se alimentar de aves 15. Considerando esses fatos, é possível sugerir que no 

caso dessas duas espécies, a estreita relação evolutiva se sobrepôs às diferenças 

relacionadas à dieta, moldando a manutenção do repertório de carboidratos presentes nas 

toxinas destes venenos. 

Em contrapartida, nas espécies B. cotiara e B. fonsecai essa relação aparenta ser 

diferente, visto que além de serem intimamente relacionadas quanto ao seu habitat natural 

e classificação filogenética, também são consideradas, no que diz respeito aos hábitos 

alimentares, especialistas stricto sensu, alimentando-se apenas de mamíferos 15.  

De fato, hábitos alimentares têm sido associados à 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 às 

espécies lidarem com diferentes tipos de presas.  
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5.4. Efeito da remoção enzimática de ácido siálico na atividade proteolítica de venenos 

do gênero Bothrops  

Distúrbios hemostáticos estão entre os efeitos mais dramáticos do envenenamento 

por serpentes viperídeas. Os mecanismos que regulam a coagulação, fibrinólise, função 

plaquetária e integridade vascular em mamíferos são os principais alvos das toxinas e em 

especial, nos venenos do gênero Bothrops, além de componentes que atuam na fibrinólise 

direta, predominam os pró-coagulantes, muitos deles atuando na parte final na cascata de 

coagulação, ativando o fator X, a protrombina ou convertendo diretamente o fibrinogênio 

em fibrina. 

Considerando que metaloproteases e serinoproteases são componentes importantes 

no quadro de envenenamento botrópico, e que estas proteínas contêm diversos sítios de 

glicosilação, avaliamos o papel de resíduos de ácido siálico em suas atividades enzimáticas. 

Para tanto, após a remoção de ácido siálico pela incubação com a enzima neuraminidase, 

o efeito da dessialilação das glicoproteínas dos venenos foi avaliado por ensaios de 

atividade enzimática sobre a gelatina (Figuras 30 e 31), o fibrinogênio (Figuras 33 e 34), o 

substrato Bz-Arg-pNA (Figura 32) e o plasma humano, avaliando tanto a atividade pró-

coagulante dos venenos (Figura 35), quanto a degradação das proteínas do plasma após 

incubação com o veneno de B. jararaca dessialilado (Figura 37). 

Com exceção da atividade amidolítica sobre Bz-Arg-pNA, que mostrou pouca 

alteração após a remoção de resíduos de ácido siálico, em todas as outras atividades 

enzimáticas avaliadas, nas quais foram utilizados substratos proteicos, a dessialilação 

provocou uma redução (Tabela 11), ainda que em proporções diferentes, de todos os 

venenos, indicando que as porções de carboidratos que contêm ácido siálico de SVSPs e 

SVMPs de Bothrops desempenham um papel na atividade proteolítica das mesmas, e 

possivelmente no quadro de envenenamento botrópico. 
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Tabela 11. Resumo do efeito da remoção de ácido siálico sobre as atividades amidolítica 

e proteolítica de venenos de Bothrops. 

 

Veneno Atividade 

amidolítica 

Atividade 

gelatinolítica 

Atividade 

fibrinogenolítica 

Atividade  

coagulante 

B. atrox n.s. ↓ 66% ↓ 54%  ↓ 10% 

B. cotiara n.s. ↓ 69% ↓ 20%  ↓ 35% 

B. erythromelas n.s. ↓ 29% n.s. ↓ 19% 

B. fonsecai ↓ 30%  ↓ 69% n.s. ↓ 48% 

B. insularis n.s. ↓ 16% n.s. ↓ 54% 

B. jararaca n.s. ↓ 54% ↓ 18%  ↓ 42% 

B. jararacussu n.s. ↓ 47% ↓ 69%  ↓ 47% 

B. moojeni n.s. ↓ 76% ↓ 61%  ↓ 33% 

B. neuwiedi n.s. ↓ 21% n.s. ↓ 37% 

n.s. não alterada significativamente. 

 

Em especial, com relação às atividades gelatinolítica e coagulante, todos os venenos 

tiveram suas atividades reduzidas significativamente após a dessialilação, evidenciando a 

importância desse monossacarídeo, no que diz respeito à atividade das proteases sobre 

substratos proteicos isolados ou sobre misturas de proteínas complexas, como no caso do 

plasma humano. 

Quanto às diferentes quedas das atividades proteolíticas mensuradas (Tabela 11) é 

importante considerar que os conteúdos enzimáticos são diferentes nos venenos, assim 

como a quantidade de glicoproteínas que contêm ácido siálico em suas estruturas de N-

glicanos. Dessa forma, alguns desses fatores podem influenciar o resultado final da 

remoção dos ácidos siálicos sobre a ação das proteases, quando suas atividades são 

avaliadas em amostras complexas, como os venenos. 

De fato, considerando a variabilidade dos proteomas das espécies do gênero 

Bothrops, assim como as diferentes potências hidrolíticas de suas enzimas proteolíticas, 

uma das razões que explicam a diferença observada entre as atividades proteolíticas pode 

residir nos diferentes conteúdos de proteases presentes nos venenos, fato que é ampliado 

pelas modificações pós-traducionais nessas proteínas, resultando em diferentes conteúdos 

de glicoformas afetadas pela dessialilação. Ainda, o efeito da remoção de ácido siálico em 

proteínas isoladas pode levar a diferentes resultados no caso das proteases, a depender de 

como esses monossacarídeos contribuem para a manutenção de suas estruturas 

tridimensionais, para a proteção contra a degradação por outras proteases, para a atividade 

catalítica, ou se são essenciais para a interação com determinados substratos. 
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Ainda, quanto à presença de componentes que atuam sobre a cascata de coagulação 

sanguínea, é importante destacar que entre os venenos existem diferenças em relação às 

atividades de conversão de fibrinogênio em fibrina, e de ativação da protombina e do fator 

X, resultante de diferentes conteúdos de enzimas proteolíticas 222–225  

O papel das porções de carboidratos nas atividades das proteases é muito diverso, 

uma vez que a glicosilação pode ter efeitos estimulante e inibidor sobre a atividade 

enzimática e muitos dados contraditórios foram apresentados para ligar o papel das porções 

de carboidratos na atividade/estabilidade de proteases. Somado a isso, poucas informações 

estão disponíveis a respeito do papel da glicosilação e suas implicações funcionais para 

proteases secretadas 226, especialmente quando se trata da presença dos carboidratos 

terminais, como os ácidos siálicos. 

Na área de toxinologia, alguns trabalhos têm relatado efeitos determinantes dos 

glicanos sobre algumas toxinas 40,151,165,177,182,227, e neste contexto poucos são os estudos 

que avaliam a função de ácidos siálicos sobre a atividade proteolítica de venenos de 

serpente. Além disso, vale destacar que a presença deste monossacarídeo tem sido 

estudada, em sua maior parte, apenas com toxinas isoladas. 

Na Tabela 12 são apresentados alguns exemplos de toxinas (SVMPs e SVSPs) nas 

quais foi descrita a presença de resíduos de ácido siálico e os poucos estudos nos quais a 

análise da função desse monossacarídeo foi realizada. 
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Tabela 12. Enzimas proteolíticas isoladas de venenos de serpente nas quais foi descrita a presença de resíduos de ácido siálico, e a avaliação de 

seu papel na atividade proteolítica. 

 

Toxina Classe de toxina Veneno  Ácido siálico Referência 

Descrição Avaliação 

da função 

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 *  234 

Kangshuanmei SVSP_thrombin-like enzyme Agkistrodon halys brevicaudus 

stejneger 

*  151 

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  * 237 

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 contêm vários sítios de glicosilação e, portanto, a taxa de 

glicosilação difere muito entre essas enzimas 46,182,184,244. Responsáveis por causar um 

desequilíbrio do sistema hemostático no envenenamento botrópico humano, ao realizar a 

hidrólise específica de vários substratos chave da cascata de coagulação, as serinoproteases 

atuam principalmente sobre os sistemas fibrino(geno)lítico e calicreína-cinina, e sobre as 

plaquetas, conforme ilustrado na Figura 41. 

 

 

Figura 41. Esquema das vias fisiológicas de coagulação sanguínea/fibrinólise e de agregação plaquetária nas 

quais ocorrem a ação das SVSPs. Figura extraída de Serrano, 2013 46. 

Uma vez que o fibrinogênio está envolvido nas fases finais da coagulação como um 

precursor da fibrina, a avaliação de sua degradação por SVSPs tem sido o foco de muitos 

estudos que avaliam tanto a presença de N-glicanos 182,183,231,232,245, como de resíduos de 

ácido siálico (Tabela 12), os quais têm reportado papeis diversos para a porção de 

carboidratos nas atividades das enzimas. 

As serinoproteases do tipo trombina, conhecidas como enzimas que convertem 

diretamente o fibrinogênio em fibrina em decorrência da clivagem das cadeias alfa e/ou 

beta do fibrinogênio e liberação dos fibrinopeptídeos A e/ou B, são ativadores da cascata 

de coagulação presentes na maioria dos venenos de serpentes da família Viperidae 223. 
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Geralmente, essas enzimas exibem atividade fibrinogenolítica específica, não ativando o 

fator XIII, o plasminogênio ou as plaquetas 45,246. Por gerarem polímeros de fibrina, e não 

serem inibidas pelo complexo heparina/antitrombina III, são úteis para reduzir a 

concentração de fibrinogênio e a viscosidade do sangue em pacientes; mostrando um 

importante potencial terapêutico 228. 

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

remoção de ácido siálico, como (i) a não alteração das atividades fibrinogenolítica e 

amidolítica das enzimas, no caso da acutobina 160 e crotalase 233, sobre os substratos 

sintéticos Tosyl-Gly-Pro-Arg- pNA e H-D-Phe-Pip-Arg-pNA, respectivamente; (ii) a 

manutenção da degradação das cadeias alfa e beta do fibrinogênio, mas a perda da atividade 

hidrolítica sobre TAME (Nα-p-tosyl-l-arginine methyl ester), no caso da bilineobilina 231); 

(iii) ou apenas a diminuição da capacidade proteolítica da enzima, como ocorreu com a 

batroxobina 230. Ainda, no caso da enzima tipo trombina de B. pauloensis (BpSP-I) 165, a 

cinética da atividade pró-coagulante manteve-se inalterada após a remoção de ácido siálico, 

da mesma forma que a VAA-E, uma SVSP do tipo calicreína, cuja atividade proteolítica 

não foi afetada pela dessialilação 237. 

De forma geral, embora os resultados dos estudos com as serinoproteases tenham 

sido variados, a remoção de ácido siálico provocou a diminuição ou não alterou a atividade 

de catálise dessas enzimas ou seja, não favoreceu a atividade catalítica, como foi descrito 

para algumas proteases submetidas à N-desglicosilação como a Bothrops protease A 182 e 

a própria bilineobina 231. Nestas proteases, as variações de resultados poderiam ser 

explicadas principalmente levando em consideração a posição dos N-glicanos em suas 

estruturas tridimensionais, já que próximos aos sítios catalíticos, os carboidratos poderiam 

ter efeito protetor e pró-catalítico, como proposto para as proteases I e II (AaV-SP-I e AaV-

SP-II) de Agkistrodon acutus 244, que se diferenciaram quanto à presença de Asn ou Asp 

na posição 35, ou podem resultar em um impedimento estérico, dificultando o acesso de 

substratos ao sítio ativo, como sugerido para AhV_TL_1 247, onde um dissacarídeo foi 

mapeado na estrutura próxima ao centro catalítico, deformando a alça 99. 

Com relação à batroxobina, além da diminuição, em diferentes proporções, das 

atividades dessa protease após a dessialilação 230, também foi relatada a ação protetora dos 

resíduos de ácido siálico contra inibidores. Efeito similar também foi observado com as 

enzimas tipo trombina BJ-48 183 e russelobina 245 com os inibidores, respectivamente, 

SBTI, e alfa-2-macroglobulina e antithrombin-III, porém após a remoção de seus N-

glicanos. 
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Assim, foi identificado que no caso da batroxobina os ácidos siálicos contribuem 

para a atividade catalítica 230, e também desempenham um papel na proteção dessa enzima 

contra a neutralização por inibidores fisiologicamente relevantes, como alfa-2-

macroglobulina 230. Este é um bom exemplo de como as funções exercidas pelos ácidos 

siálicos em uma mesma proteína, não são mutuamente exclusivas, podendo estes exercer 

diferentes papéis. 

Nesse sentido, um bom exemplo de variabilidade são os diferentes níveis de 

sialilação em algumas toxinas e como esta confere microheteregeneidade entre os venenos, 

ou mesmo dentro de um mesmo veneno. Diferentes glicoformas têm sido descritas e 

observadas a partir de focalização isoelétrica ou análise por eletroforese bidimensional de 

venenos 119,184,233 e dessa forma a microheterogeidade de formas de toxinas individuais 

deve ser considerada quando se avalia o papel dos glicanos em suas atividades enzimáticas. 

Assim, em relação à microheterogeneidade, a contribuição da presença de ácidos 

siálicos foi relatda para as enzimas tipo trombina ancrod 248, crotalase 233 e batroxobina 230. 

E apesar de o tratamento da crotalase com neuraminidase ter gerado mudança no perfil de 

focalização isoelétrica da enzima, não ocorreu a alteração da atividade amidolítica e de 

coagulação do fibrinogênio 233. Os autores deste trabalho sugeriram que o ácido siálico não 

desempenha, nessa proteína, um papel funcional na atividade enzimática, mas pode estar 

envolvido na estabilidade durante o armazenamento na glândula de veneno ou durante a 

circulação no sangue da presa 233. 

O mesmo também foi observado por Komori e Nikai 237, que associaram à presença 

de ácido siálico grande contribuição na manutenção da estabilidade da enzima tipo 

calicreína 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. Já a 

atividade enzimática da protease, manteve-se inalterada após tratamento com sialidase. 

A presença de ácido siálico também tem sido citada como importante fonte de 

microheterogeneidade em outras proteases isoladas, e estudos de remoção deste 

monossacarídeo têm mostrado que essa varialibidade pode ser conferida não apenas pela 

presença de diferentes graus de sialilação dos N-glicanos (Fator B, uma protease da cascata 

do Complemento 249), mas também pelas diferenças estruturais nas sequências de 

oligossacarídeos (plasminogênio, o precursor da plasmina 250. 

 Com relação às metaloproteases de venenos de serpentes, muitas desempenham 

papéis importantes nos efeitos patológicos do envenenamento, incluindo dano tecidual 

local, hemorragia e coagulopatia 35,222,251. A hemorragia e a coagulopatia induzidas por 
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metaloproteases de veneno de serpente são fenômenos de grande complexidade que 

envolvem seu efeito sinérgico sobre proteínas plasmáticas, 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 à suas atividades pró-coagulante e 

hemorrágica, após a remoção de ácido siálico. A dessialilação de RVV-X não alterou sua 

atividade catalítica sobre o substrato Fator X, da mesma forma que o processo de sialilação 

enzimática dos resíduos de β-galactosil terminais dos glicanos também não provocou a 

alteração desta atividade, o que levou os autores a sugerir que os carboidratos terminais 

não eram críticos para o reconhecimento e ativação do fator X 242. Mais tarde, Chen e 

colaboradores 133 demonstraram que o tratamento com a neuraminidase não alterou a 

capacidade pro-coagulante da enzima in vitro; porém, em experimentos in vivo, a geração 

de produtos de degradação do fibrinogênio (PDFs) de RVV-X dessialilada foi mais lenta e 

cerca de 30-40% menor do que a proteína nativa. Com esses resultados, os autores 

sugeriram a contribuição dos epítopos SLex e SLea presentes em RVV-X para ligação 

específica às selectinas E e P de células endoteliais ativadas ou plaquetas, e que a remoção 

de ácido siálico de RVV-X possivelmente tenha diminuído ou retardado sua localização no 

sistema vascular, diminuindo sua capacidade de se ligar ao complexo protrombinase, 

gerando assim menos PDF. 

Quanto à remoção do ácido siálico de bilitoxin-1, foi observada uma diminuição de 

75% da atividade hemorrágica da metaloprotease, enquanto que a atividade proteolítica 

sobre a caseína não foi afetada 240. De forma semelhante, os autores hipotetizaram que a 

remoção dos ácidos siálicos tenha provocado uma diminuição da interação 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 presença de ácido siálico também tem sido citada como crítica na atividade de 

alguns fatores de coagulação sanguínea, assim como na determinação da meia-vida 

plasmática de várias glicoproteínas que fazem parte deste sistema 254. E considerando que 

a cascata de coagulação é um conjunto de reações sequenciais, no qual muitas proteases 

também são substratos de outras, estudos que avaliam a glicosilação e seus efeitos tanto 

para a ativação das proteases, como em relação às suas atividades enzimáticas são de 

relevante importância para avaliar o papel de ácido siálico nestas proteases, afim de 

compreender os seus múltiplos papéis. 
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Assim, a avaliação do Fator X, que possui N- e O-glicanos na porção peptídica 

clivada proteoliticamente durante sua ativação para FXa, foi realizada por meio de 

mutagênese de seus sítios de ligação de glicanos 255 e remoção enzimática de ácido siálico 

256. Remover os N-glicanos aumentou significativamente a ativação de FX por FVIIa ou 

FIXa, enquanto que sua dessialilação resultou em uma redução significativa da ativação do 

zimogênio pelos complexos intrínsecos (FIXa/FVIIIa) e extrínsecos (TF/FVIIa) de 

ativação. 

As metaloproteases de veneno, além de serem capazes de degradar proteínas da 

cascata de coagulação sanguínea, também podem apresentar como alvo o fator de von 

Willebrand (vWF) 40,257. Com relação à metaloproteases endógenas, a ADAMTS 13, uma 

metaloprotease que processa o vWF, estudos sobre o papel do ácido siálico 258 na enzima 

mostraram que presença desse carboidrato favorecia a forma fechada/inativa da proteína 

impedindo a ativação de vWF, enquanto que no vWF, o ácido siálico exercia a função de 

proteção contra ação de outras serinoproteases e cisteíno-proteases, ao mesmo tempo que 

aumentava a suscetibilidade à proteólise de ADAMTS 13 259. Em contrapartida, foi 

observado que a clivagem das proteínas plaquetárias GPIb e GPV, mediada por ADAM 

17, requeria a ação de dessialidases para estas glicoproteínas se tornarem substratos alvos 

da enzima 260. 

Efeito semelhante em relação a proteases e seus substratos também foi obtido tanto 

com a neprilisina (NEP) e a DPP-IV, quanto para GLP-1, um de seus substratos. Para DPP-

IV (CD26), uma serina exopeptidase que cliva dipeptídeos Xaa-Pro no N-terminal de 

oligopeptídeos, presente em várias sialoformas 128 na membrana celular de muitos tecidos, 

foi demonstrada não apenas a importância da sialilação para o seu tráfego até a membrana 

apical nas células 261, mas também diferentes funções do ácido siálico em casos patolóticos, 

nos quais a remoção de ácido siálico dessa enzima em amostras de pacientes com artrite 

reumatoide, aumentou sua atividade 262. Da mesma forma, no caso da NEP, uma 

metaloprotease de membrana, dependente de zinco, foram reportadas diferentes funções 

do ácido siálico, a depender do tecido avaliado. Assim, em células hematopoiéticas de 

linhagem B 263 a remoção deste resíduo não provocou uma perda da atividade da NEP, mas 

em contrapartida, o nível de hipossialilação desta enzima em músculo de portadores de 

miopatia autossômica recessiva hereditária, mostrou-se associado à perda de função e 

estabilidade da enzima, exercendo um papel importante no mecanismo patogênico da 

doença 264. 
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Em contrapartida, estudos de sialilação, aplicando uma estratégia de 

glicoengenharia para aumentar a estabilidade do peptídeo glucacon-like (GLP-1), mostrou 

aumentar sua estabilidade frente a proteases e principalmente sua resistência contra ambas 

as metalopeptidases (NEP e DPP-IV), quando adicionado o grupo sialil LacNAc ao 

peptídeo. Dessa forma, pela análise cinética das reações de degradação, foi sugerido que o 

componente de ácido siálico desempenhou um papel fundamental na diminuição da 

afinidade DPP-IV pelo peptídeo 265. No caso das metaloproteases de matriz (MMPs) a 

importância do ácido siálico tem sido reportada principalmente em O-glicanos, no qual seu 

papel tem sido relacionado tanto na manutenção das enzimas, protegendo da auto-

proteólise (MT1-MMP 266), ou mesmo exercendo papel fundamental da ligação de 

inibidores (SSL5, uma toxina de estafilococos) à sua molécula alvo (MMP-9, uma 

gelatinase B) 267. 

Por fim, com relação à degradação das proteínas do plasma humano pelas proteases 

do veneno da B. jararaca, a análise peptidômica mostrou que a remoção de ácido siálico 

com a neuraminidase resultou na redução da atividade proteolítica e na geração de 

diferentes peptídeos (Figura 37). Ainda, em alguns casos, como na degradação de 

fibrinogênio (Figura 38) e de protrombina (Figura 39), houve alteração dos peptídeos 

oriundos desses substratos após incubação com amostras de veneno íntegro e pré-incubado 

com neuraminidase, sugerindo que a dessialilação possivelmente provocou uma alteração 

na especificidade das proteases do veneno que degradam essas proteínas plasmáticas. 

Nesse contexto, Wang e colaboradores 160, ao avaliarem os N-glicanos presentes na 

acutobina, e a atividade enzimática de suas formas recombinantes (HKATB e SWATB), 

identificaram que a ausência de estruturas dissialililadas e uma distribuição em diferentes 

extensões deste resíduo nas estruturas dos N-glicanos, quando comparado com a acutobina 

nativa, provocaram alterações tanto na sua especificidade, quanto na reatividade dessas 

enzimas em relação ao fibrinogênio, o substrato da acutobina. Originalmente, a acutobina 

cliva preferencialmente apenas cadeia Aa do fibrinogênio, com maior especificicidade para 

fibrinogênio humano; porém no caso da forma recombinante HKATB, as três cadeias do 

fibrinogênio humano e de coelho foram clivadas, sendo que a clivagem do fibrinogênio 

humano tornou-se menos específica, com a ausência de liberação do fibrinopeptídeo A pela 

enzima. Ainda com relação à forma recombinante SWATB, a alteração dos N-glicanos em 

comparação com a forma nativa mostrou menor estabilidade e atividade mais baixa sobre 

o fibrinogênio humano.  
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Dessa forma, considerando esses exemplos, podemos sugerir que a dessialilação  do 

veneno de B. jararaca pode ter provocado tanto a perda de estabilidade das proteases, 

quanto a alteração de suas interações com seus substratos e catálise. 

Ainda que diferentes resultados tenham sido reportados sobre a função do ácido 

siálico na atividade proteolítica de venenos de serpentes, é possível resumir alguns dos 

papeis identificados em proteases, tais como: (i) o efeito estabilizador sobre à estrutura, 

ainda que sem alteração da atividade catalítica sobre alguns substratos 237,240; (ii) a 

participação desse carboidrato na atividade catalítica sobre diferentes substratos, sendo 

estes macromoleculares ou sintéticos 230,231; (iii) a proteção contra a proteólise 259; (iv) 

proteção contra inibidores 228; (v) possível interação com células imunes carregando siglecs 

específicas que se ligam preferencialmenten a epítopos disialil; (vi) aumento da meia-vida 

in vivo por servir de máscara biológica, escondendo porções Gal e GalNAc terminais, 

normalmente removidas da circulação por receptores de asialoproteínas (receptor Ashwell-

Morell) 160, (vii) interação in vivo com selectinas E e P, auxiliando a protease na localização 

no sistema vascular, assim como na interação com as plaquetas 133,240. 

A ilustração mostrada na Figura 42 sintetiza alguns dos papeis atribuídos aos 

resíduos de ácido siálico em proteases de venenos de serpentes, assim como em enzimas 

humanas. 
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Figura 42. Resumo das principais ideias sugeridas sobre o papel de resíduos de ácido siálico em proteases. (A) Funções estruturais deste monossacarídeo para estabilidade da 

proteína, e sua contribuição para a atividade catalítica. (B) Papel biológico no organismo da presa, servindo de ligantes para células imunológicas, ou como máscaras biológicas 

evitando a remoção da protease da circulação sanguínea, ou contribuindo para o direcionamento celular e posicionamento da protease próxima a seus substratos, via interação 

com selectinas. Os sinais ✓ e ✕ indicam, respectivamente, a manutenção e a supressão da atividade, após a remoção enzimática de ácido siálico. 
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Considerando essa representação gráfica sobre o papel múltiplo de resíduos de 

ácido siálico em proteases glicosiladas, é possível ter a dimensão de como este carboidrato, 

em misturas complexas como os venenos de serpentes, pode ter efeitos diversos e que não 

são mutuamente exclusivos. Além disso, apesar de todos os efeitos possíveis, a observação 

da redução da maioria das atividades proteolíticas dos venenos de venenos do gênero 

Bothrops aqui analisados, nos leva a afirmar que os resíduos de ácido siálico apresentam 

um papel fundamental nas principais proteases dos venenos, contribuindo de forma efetiva 

nas manifestações do quadro de envenenamento botrópico. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo atingiu sua meta principal, que foi analisar a variabilidade dos 

proteomas de nove venenos do gênero Bothrops, com foco em seus sub-proteomas de 

glicoproteínas, e o papel do ácido siálico na atividade de proteases desses venenos. 

Este estudo, de caráter pioneiro em toxinologia, possibilitou a aplicação da 

capacidade de reconhecimento de carboidratos de diferentes lectinas, aliada à identificação 

de proteínas por espectrometria de massas, para caracterizar os diferentes subproteomas de 

glicoproteínas contendo ácido siálico e N-acetilglicosamina bissecada em venenos de 

Bothrops. 

Os resultados obtidos sobre a identificação dos subproteomas de glicoproteínas 

evidenciaram a complexidade e a variabilidade desses venenos, caracterizada pelos 

diferentes conteúdos de componentes glicosilados contendo ácido siálico e N-

acetilglicosamina bissecada, nas diferentes famílias de toxinas. 

O papel de resíduos de ácido siálico em glicanos de enzimas proteolíticas, seja na 

interação com substratos ou na catálise, ficou claro, na medida em que as atividades de 

hidrólise de diversas proteínas foram afetadas pela remoção de ácido siálico pelo 

tratamento dos venenos com neuraminidase. 

Assim, investigações futuras sobre a composição dos proteomas de venenos de 

serpentes e sobre as relações entre estrutura química e função de enzimas proteolíticas 

poderão se beneficiar dos resultados mostrados aqui, permitindo sua ampliação no sentido 

de avançar o conhecimento sobre o arsenal de toxinas de venenos de Bothrops e seus efeitos 

nos casos de acidentes ofídicos em humanos. 
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8. ANEXO 

 

FIGURAS SUPLEMENTARES 

 

Figura Suplementar 1. Representação gráfica do número de grupos de proteínas menos abundantes nos 

venenos (Outros; OT), identificados nas frações retidas das cromatografias de afinidade de SNA-agarose com 

venenos do gênero Bothrops. Os valores no eixo X indicam o número de grupos de proteínas identificados e 

as cores nas barras indicam em quais venenos essas proteínas foram enriquecidas pela lectina SNA. 

 

 

Figura Suplementar 2. Representação gráfica do número de grupos de proteínas menos abundantes nos 

venenos (Outros; OT), identificados nas frações retidas das cromatografias de afinidade de PHA-E-agarose 

com venenos do gênero Bothrops. Os valores no eixo X indicam o número de grupos de proteínas 

identificados e as cores nas barras indicam em venenos essas proteínas 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 I e venenos do 

gênero Bothrops. No gel foram aplicados 20 μL de cada resina de estreptavidina-Sepharose e 20 μg de cada veneno. (C-) Controle negativo: incubação dos venenos com a 

resina. (C+) Controle positivo: incubação da MAL I com a resina. M: padrões de massa molecular. Proteínas coradas com Comassie Blue G. 
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Figura Suplementar 4. Representação gráfica dos grupos de proteínas menos abundantes nos venenos 

(OT; Outros) identificadas nas frações retidas no ensaio de pull down realizado com a lectina MAL I e 

venenos do gênero Bothrops. Os valores no eixo X indicam o número de grupos de proteínas identificados 

e as cores nas barras indicam em quais venenos essas proteínas foram enriquecidas pela lectina MAL I. 

 

 

Figura Suplementar 5. Atividade gelatinolítica de venenos do gênero Bothrops. Amostras de venenos (1 

µg) foram incubadas com gelatina conjugada com fluoresceína (5 µg) a 37 ºC por 120 min. Fluorescência 

monitorada em Ex=480 nm e Em=530 nm. Os resultados estão apresentados como média ±DP, n=3. 
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Figura Suplementar 6. Curvas de atividade coagulante de venenos do gênero Bothrops no plasma humano indicando os valores de Dose Mínima Coagulante (DMC). Resultados 

de três experimentos independentes
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TABELAS SUPLEMENTARES (ARQUIVO ANEXO) 

 
Tabela Suplementar 1 Número de proteínas totais e grupos de proteínas identificados por digestão 

com tripsina e LC-MS/MS nas frações retidas das comatografias de afinidade da lectina SNA e os 

venenos do gênero Bothrops. 

 

Tabela Suplementar 1A-G. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS da 

fração do veneno de Bothrops retida na resina de SNA-agarose. 

 

Tabela Suplementar 2. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS da fração 

do veneno de Bothrops retida na resina de SNA-agarose. 

 

Tabela Suplementar 3. Número de proteínas totais e grupos de proteínas identificados por digestão 

com tripsina e LC-MS/MS nas frações retidas das comatografias de afinidade da lectina PHA-E e 

os venenos do gênero Bothrops. 

 

Tabela Suplementar 3A-G. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS da 

fração do veneno de Bothrops retida na resina de PHA-E-agarose. 

 

Tabela Suplementar 4. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS da fração 

do veneno de Bothrops retida na resina de PHA-E-agarose 

 

Tabela Suplementar 5. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. jararaca obtida no ensaio de pull down 

com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 5A-M. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-12 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. jararaca obtida no ensaio 

de pull down com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 6. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. cotiara obtida no ensaio de pull down com 

a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 6A-M. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-13 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. cotiara obtida no ensaio de 

pull down com a lectina MAL I 

 

Tabela Suplementar 7. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. insularis obtida no ensaio de pull down 

com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 7A-M. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-13 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. insularis obtida no ensaio 

de pull down com a lectina MAL I 
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Tabela Suplementar 8. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. fonsecai obtida no ensaio de pull down 

com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 8A-I. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-9 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. fonsecai obtida no ensaio de 

pull down com a lectina MAL I 

 

Tabela Suplementar 9. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS das bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. moojeni obtida no ensaio de pull down 

com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 9A-F. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-6 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. moojeni obtida no ensaio de 

pull down com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 10. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. neuwiedi obtida no ensaio de pull down 

com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 10A-F. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-6 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. neuwiedi obtida no ensaio de 

pull down com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 11. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. atrox obtida no ensaio de pull down com 

a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 11A-C. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-3 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. atrox obtida no ensaio de pull 

down com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 12. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. erythromelas obtida no ensaio de pull 

down com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 12A-C. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-3 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. erythromelas obtida no ensaio 

de pull down com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 13. Proteínas identificadas por digestão com tripsina e LC-MS/MS de bandas 

de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. jararacussu obtida no ensaio de pull down 

com a lectina MAL I. 

 

Tabela Suplementar 13A-D. Peptídeos identificados por digestão com tripsina e LC-MS/MS das 

bandas #1-4 de gel de SDS-poliacrilamida da fração do veneno de B. jararacussu obtida no ensaio 

de pull down com a lectina MAL I. 
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Tabela Suplementar 14. Listas de proteínas totais e de grupos de proteínas identificados nas 

bandas de proteínas de venenos do gênero Bothrops enriquecidas pela lectina MAL I, após a 

remoção de redundâncias. 

 

Tabela Suplementar 15A-C. Proteínas totais de venenos de Bothrops identificadas nas frações 

enriquecidas pela lectina SNA, PHA-E e MAL I por digestão com tripsina e LC-MS/MS. 

 

Tabela Suplementar 16A. Proteínas do plasma humano identificadas por LC-MS/MS a partir dos 

peptídeos gerados pela incubação do plasma com o veneno de B. jararaca não tratado com 

neuraminidase, considerando as três incubações independendentes (JAC1, JAC2, JAC3). 

 

Tabela Suplementar 16B. Peptídeos identificados por LC-MS/MS, gerados pela incubação do 

plasma humano com o veneno de B. jararaca não tratado com neuraminidase, considerando as três 

incubações independendentes (JAC1, JAC2, JAC3). 

 

Tabela Suplementar 16C. Proteínas do plasma humano identificadas por LC-MS/MS a partir dos 

peptídeos gerados pela incubação do plasma com o veneno de B. jararaca tratado com 

neuraminidase, considerando as três incubações independendentes (JAT1, JAT2, JAT3). 

 

Tabela Suplementar 16D. Peptídeos identificados por LC-MS/MS, gerados pela incubação do 

plasma humano com o veneno de B. jararaca tratado com neuraminidase, considerando as três 

incubações independendentes (JAT1, JAT2, JAT3). 
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