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RESUMO

Zelanis, A. Protedmica e transcriptomica aplicadas ao estudo da variabilidade do
veneno de Bothrops jararaca (Serpentes: Viperidae). 2011. 171p. Tese (Doutorado) -
Programa de P6s-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo.

Palavras-chave: Bothrops jararaca, protedmica, transcriptomica, veneno de serpente,
espectrometria de massas, glicosilagdo.

Estudos prévios demonstraram que as atividades biolégicas do veneno da
serpente Bothrops jararaca sofrem significantes modificacdes ontogenéticas. Neste
estudo é apresentada uma andlise comparativa do proteoma, peptidoma e
transcriptoma da glandula de veneno de filhotes e adultos de B. jararaca,
correlacionando os resultados obtidos com algumas caracteristicas funcionais dos

venenos.

Venenos de 694 filhotes de até duas semanas de idade e 110 adultos,
provenientes do Estado de Sao Paulo foram extraidos e liofilizados para as andlises
protedmicas/peptidomicas e funcionais. O mRNA de glandulas de veneno de 20
filhotes e 10 adultos foi obtido para a contrucdo de bibliotecas de cDNA e a andlise

de Expressed Sequence Tag (ESTs).

Demonstramos que a atividade hemorragica é similar para os venenos de
filhotes e adultos, enquanto que o veneno de adultos é discretamente mais letal para
camundongos; entretanto, o veneno de filhotes mostrou-se extremamente mais letal
para aves, uma caracteristica que pode garantir protecdo contra potenciais
predadores nas fases iniciais de vida da espécie. A atividade coagulante do veneno
de filhotes é cerca de 10 vezes mais alta que aquela verificada para o veneno de
adultos e é atribuida sobretudo a atividade de metaloproteinases. Essas diferencas
nas atividades funcionais se refletiram nos diferentes perfis verificados por
eletroforese bidimensional e identificacdo de spots de proteinas por digestdo
tripsinica in-gel seguida de analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem, zimografia com gelatina, imunocoloracdo

utilizando anticorpos especificos anti-proteinases, e glicoproteinas com afinidade



pela concanavalina -A. A comparagdo dos venenos por derivatizacdo com tags
isobaros (iTRAQ) e a andlise das ESTs revelaram diferencas claras entre os niveis de
toxinas presentes nos venenos e as metaloproteinases foram a classe de toxinas mais
expressa, além de serem as toxinas cujos perfis estruturais apresentaram maior
mudanca, como ilustrado pelo quociente PIII/PI, que é maior nos venenos de

filhotes.

Dimorfismo sexual foi detectado em diversas classes de toxinas no veneno de
adultos por andlises protedmicas e transcriptdmicas e, surpreendentemente, o fator
de crescimento de nervo foi detectado apenas no veneno/glandula de veneno de

machos.

A andlise glicoprotedmica mostrou que N-glicosilagdes parecem ser as
modificacdes poés-traducionais mais proeminentes nas toxinas de B. jararaca, e os
perfis de N-glicosilagdo apresentaram-se distintos para as proteinas dos venenos de
filhotes e adultos. Entretanto, a composicdo de N-glicanos ndo variou entre as
amostras, indicando que diferencas na utilizacdo de motivos de N-glicosilacao
poderiam explicar as diferencas nos niveis de glicosilacdo observados pelos

diferentes perfis eletroforéticos dos venenos.

A andlise da fracdo peptidica dos venenos de filhotes e adultos por
espectrometria de massas resultou num perfil similar de Peptideos Potenciadores de
Bradicinina (BPPs), que foram detectados em suas formas candnicas e também com
novas seqiiéncias, cujas estruturas primdrias sugerem um processamento da

proteina precursora em sitios até entdo nao descritos.

Acreditamos que este seja o estudo mais abrangente sobre a variabilidade do
veneno de uma serpente ja realizado e os resultados demonstram que hd uma
relacdo clara entre as alteragdes ontogenéticas na dieta e tamanho corporal e o

proteoma/peptidoma do veneno desta espécie.



ABSTRACT

Zelanis, A. Proteomics and transcriptomics applied to the study of Bothrops jararaca
venom variability (Serpentes: Viperidae). 2011. 171p. PhD Thesis- Graduate
Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo.

Keywords: Bothrops jararaca, proteomics, transcriptomics, snake venom, mass
spectrometry, glycosylation.

Previous studies have demonstrated that the biological activities displayed by
the venom of the snake Bothrops jararaca undergo a significant ontogenetic shift. In
this investigation, we performed comparative proteomic, peptidomic and
transcriptomic analyses of venoms and venom glands from newborn and adult
specimens of B. jararaca and correlated the results with the evaluation of functional

venom features.

Venoms from 694 two-week old newborns and 110 adults from Sao Paulo
state were milked and lyophilized for functional and proteomic/peptidomic
analyses. Additionally, mRNA was obtained from the venom glands of 20 newborns
and 10 adults and used for the construction of cDNA libraries and Expressed

Sequence Tag (ESTs).

We demonstrate that newborn and adult venoms have similar hemorrhagic
activities, while the adult venom has a slightly higher lethal activity upon mice;
however, the newborn venom is extremely more potent to kill chicks, a feature that
might ensure protection against potential predators in early stages of B. jararaca life.
Interestingly, the coagulant activity of the newborn venom upon human plasma is
ten times higher than that of the adult venom and is contributed mainly by
metalloproteinases. Differences in functional activities were clearly reflected in the
venom different profiles of two-dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE) and
protein spot identification by in-gel trypsin digestion followed by liquid
chromatography and tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), gelatin zimography,
immunostaining using specific anti-proteinase antibodies, and concanavalin A-

binding proteins. The venom comparison by isobaric tag peptide labeling (iTRAQ)



and ESTs analysis revealed clear differences in toxin levels. The metalloproteinases
were detected as the toxin class most expressed in the venoms in addition to being
the toxins whose structural profile most changed, as illustrated by the ratio P-II1/P-I

class being higher in newborn venoms.

Sexual dimorphism has been detected in various adult venom toxin classes by
proteomic and transcriptomic analyses and, interestingly, the nerve growth factor

was detected only in the male venom gland/venom.

The glycoproteomic analysis showed that N-glycosylation seems to be the
most prominent post-translational modification in B. jararaca toxins and the N-
glycosylation profiles differed for newborn and adult venom toxins. Nevertheless,
the N-glycan composition between the samples did not vary indicating that
differences in the utilization of the N-glycosylation motif could be the explanation
for the differences in the glycosylation levels indicated by the differential

electrophoretic profiles of venom proteins.

The analysis of the peptide fraction of newborn and adult venoms by mass
spectrometry revealed a similar profile of Bradykinin Potentiating peptides (BPPs),
however these were detected in the venoms showing their canonical sequences and
also novel sequences corresponding to BPPs processed from their precursor protein

at sites so far not described.

To the best of our knowledge, this is the most comprehensive study on a
snake venom variation and the results clearly demonstrate a relationship between
the ontogenetic shift in diet and animal size, and the venom proteome/peptidome in

B. jararaca species.
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1. Introducao

1.1 Venenos de serpentes: um produto biolégico

O veneno tem um importante papel fisiolégico para as serpentes: inicia e
auxilia a digestdo de presas, constitui um mecanismo de defesa contra
predadores/agressores e é o fator responsavel pela subjugacdo das presas (Gans e
Elliot, 1968; Thomas e Pough, 1979; Mackessy, 1993). Assim, os venenos contém
componentes que agem de modo sinérgico, destinados a afetar processos vitais,
atuando no sistema nervoso, cardiovascular, locomotor, afetando a coagulagdo do
sangue, e a permeabilidade de membranas (Karlsson, 1979). As células secretoras da
glandula de veneno sdo o principal componente do epitélio glandular e compoem
mais de 80% da populacdo total de células. Este epitélio é extremamente
especializado na producao, estocagem e secrecdo de um produto de composicao
principalmente protéica (aproximadamente 90% do peso seco dos venenos), que
desempenham as mais variadas atividades biolégicas (Gans e Elliot, 1968; Kochva,
1978; Kochva et al. 1983; Yamanouye et al. 1997). Acredita-se que a glandula de
veneno represente uma modificagdo de glandulas salivares e que seu aparecimento
tenha sido um fator crucial na radiacdo adaptativa e conseqiiente sucesso ecolégico
das serpentes (Kochva et al. 1983; Thomas e Pough, 1979). Fry et al. (2005) estimaram
que o aparato venenifero surgiu pela primeira vez hé cerca de 200 milhdes de anos
na evolugdo dos membros da ordem Squamata, constituindo um dos principais

fatores norteadores da diversidade ecolégica em serpentes e lagartos.

Em dltima instancia, os venenos sao o resultado de um complexo processo
evolutivo. A duplicagdo e divergéncia de genes sdao apontadas como uma das
principais causas das substituicoes de nucleotideos, sobretudo de substitui¢des nao-
sindbnimas, que levam ao aparecimento de isoformas de toxinas (Moura-da-Silva et
al.1997; Ohno et al.2003; Li et al.2005a, Li et al.2005b). Este processo chamado de
evolugdo acelerada é um dos principais fatores norteadores da diversificagio do
potencial biolégico e do espectro de acdo das toxinas frente a diferentes alvos/presas

(Moura-da-Silva et al.1997; Ohno et al.2003; Li et al. 2005a, Li et al.2005b).
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Dentre as familias de serpentes conhecidas atualmente, a familia Viperidae
abriga espécies que possuem um alto grau de especializacdo no aparato venenifero,
caracterizado pela presenca de complexos sistemas de produgdo e armazenamento
de veneno, bem como por modificagdes morfolégicas importantes, como: uma
musculatura cefdlica bem desenvolvida, sobretudo préxima as glandulas de veneno,
além de dentes moéveis e canaliculados, implantados na parte anterior do maxilar
movel, que permite a erecdo das presas para frente no momento do bote (Gans, 1968;

Thomas e Pough, 1979; Kochva, 1987).

Entre os componentes freqiientemente encontrados no proteoma dos venenos
das serpentes viperideas neotropicais estdo: metaloproteinases, disintegrinas,
serinoproteinases, fosfolipases A> (PLA2), lectinas tipo C, peptideos potenciadores de
bradicinina (BPPs), proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISPs) e fatores de
crescimento como os sVVEGF e svNGF (snake venom Vascular Endothelium Growth

Factor e snake venom Nerve Growth Factor, respectivamente).

Uma breve descrigdo destas classes de toxinas é apresentada a seguir.

Metaloproteinases

As metaloproteinases estdo entre as enzimas proteoliticas mais abundantes
nos venenos de viperideos (Fox e Serrano, 2008a). Essas hidrolases apresentam um
fon inorganico (geralmente zinco) coordenado pelas cadeias laterais dos trés
residuos de histidina presentes na sequéncia HEXXHXXGXXH, altamente

conservada nessas proteinas (Fox e Serrano, 2008a).

Algumas destas enzimas sdo chamadas de hemorraginas e estdo envolvidas
em diversos processos decorrentes do envenenamento como: dermonecrose,
degradacdo de fatores da cascata de coagulacdo sanguinea, edema e hemorragia
(Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al. 2005; Fox e Serrano, 2008a; Oliveira et al.
2010; Baldo et al. 2010). As metaloproteases sdao expressas na glandula na forma de
zimogénios e apresentam uma organizagdo estrutural singular. Com base nas

estruturas das proteinas maduras e seus respectivos precursores, atualmente as
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metaloproteinases de veneno de serpentes sao divididas em 3 classes (P-I a P-1II), de
acordo com seus dominios funcionais e em diversas subclasses, com base em suas

respectivas modificagdes pos-traducionais, conforme mostrado na Figura 1.
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— Atrolysin E
+ —— MVD-Dis

Pdla @3 Proteinase( S (1Di Proteinase| S
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Figura 1: Representacdo esquematica das metaloproteinases de venenos de serpentes. A por¢do
esquerda da figura indica a forma de zimogénio da proteina enquanto a porg¢do direita compreende as
formas poés-traducionalmente processadas. Interrogagdes indicam que o produto processado nao foi
identificado no veneno.(Reproduzido de Fox e Serrano, 2008a). P representa o peptideo sinal e S a
regido espacadora (spacer) entre os dominios.

A classe P-I é representada por enzimas que apresentam apenas o dominio
catalitico (proteinase); as metaloproteinases da classe P-II sao subdivididas em P-Ila
a P-Ile. A subclasse Plla apresenta um dominio catalitico associado (por uma regido
espacadora) a um dominio disintegrina, que é processado pds-traducionalmente,
originando uma proteinase de estrutura semelhante a da classe P-I e uma
disintegrina; na subclasse PIIb as proteinas apresentam os dois dominios
(metaloproteinase e disintegrina) unidos pela regido espacadora (essas proteinases
podem ainda ser diméricas, caracteristica da subclasse P-lIc); membros da subclasse

P-Ild apresentam a estrutura canonica da classe P-1I, contudo o dominio

metaloprotease nunca foi verificado no veneno, ao invés disso, especula-se que p6s-
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traducionalmente haja a formacdo de disintegrinas diméricas; a subclasse P-Ile
compreende disintegrinas diméricas cuja oligomerizacdo se da com base na
associagdo dos dominios disintegrina de um gene precursor de disintegrinas (D-I, na
Figura 1) com disintegrinas provenientes de um precursor de estrutura da classe P-

II.

A classe P-III abriga estruturas mais complexas (subdivididas em P-IIla-d); a
subclasse P-Illa compreende proteinas que incluem, além do dominio
metaloproteinase, dois dominios adicionais: tipo-disintegrina (que apresenta um
motivo estrutural XCD, diferente do RGD, tipico das disintegrinas verdadeiras, em
que X é um aminoacido diferente de arginina) e rico em cisteinas; membros da
subclasse P-IIIb podem ser encontrados tanto na forma intacta (semelhante a classe
P-IIa, com todos os dominios unidos) quanto numa forma pés-traducionalmente
processada (por autdlise), em que os dominios metaloproteinase (M), e tipo-
disintegrina e rico em cisteinas (D+C) encontram-se separados; membros da
subclasse P-Illc apresentam arquitetura similar a classe P-Illa, contudo sofrem
oligomerizacao, apresentando-se em forma de dimeros; proteinas da subclasse P-111d
apresentam uma estrutura semelhante aquela verificada na classe P-Illa, entretanto
dois dominios tipo-lectina sdo unidos p6s-traducionalmente, de forma covalente, ao

dominio rico em cisteinas.

Disintegrinas

As disintegrinas sdo proteinas de baixa massa molecular com um motivo
estrutural tipico, composto pela seqiiéncia arginina, glicina e &cido aspartico
(seqiiéncia RGD) que “mimetiza” a seqtiéncia RGD presente em algumas moléculas
que interagem com integrinas plaquetarias como, por exemplo, o fibrinogénio
(Calvete et al. 2005). Estas proteinas sdo geralmente oriundas do processamento de
metaloproteinases da classe P-II, embora recentemente tenham sido encontradas
seqiiéncias de cDNA codificantes apenas para disintegrinas (Figura 1, Okuda et al.

2002).
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Serinoproteinases

As serinoproteinases sdo enzimas expressas em venenos de diversas familias
de serpentes. Apresentam massa molecular variando entre 26 e 67 kDa (dependendo
do grau de glicosilacdo), grande homologia com outras serinoproteinases como a
tripsina, e um sitio ativo que compreende a triade catalitica: histidina, &cido
aspartico e serina (Barret e Rawlings, 1995; Serrano e Maroun, 2005). Embora
apresentem entre si uma grande similaridade de seqiiéncia e uma especificidade
priméria por substrato semelhante a tripsina, as serinoproteinases de veneno de
serpentes diferem drasticamente quanto aos seus substratos macromoleculares
(Serrano e Maroun, 2005). A maioria das serinoproteinases atua na disfuncdo de
processos hemostéticos, agindo diretamente sobre fatores da cascata de coagulagéo,

sistema fibrinolitico e sistema calicreina-cinina (Serrano e Maroun, 2005).

Fosfolipases A2

As fosfolipases sdo enzimas estereoliticas que hidrolisam fosfolipideos e estao
presentes tanto em tecidos e secregdes pancredticas de mamiferos, quanto em
venenos animais (Kini, 1997). Estas enzimas desempenham importantes fun¢des em
diversos processos fisiolégicos como na biossintese de prostaglandinas e
leucotrienos, no reparo de membranas, e no auxilio da digestdo. Sdo divididas em
varias classes, denominadas A1, Az, B, C e D, dependendo do sitio de hidrélise na
cadeia carbonica dos fosfolipideos. As fosfolipases do tipo A2 (PLA2) sdo ainda
divididas em duas classes: citosdlicas e secretadas. As PLA> dos venenos de
serpentes pertencem a esta dltima classe. Estas enzimas hidrolisam a cadeia
carbonica dos fosfolipideos na posi¢do do carbono 2. A conseqiiéncia desta hidroélise
¢ a liberacdo de acidos graxos e lisofosfolipides. As PLA; sdo responsaveis por
diversos efeitos farmacolégicos, como formacao de araquidonato, desestruturagao de
membrana, interferéncia na agregacao plaquetédria, miotoxicidade e neurotoxicidade
(Gutiérrez e Lomonte, 1995; Kini, 1997). Estruturalmente as PLA> de venenos de

serpentes podem ser divididas em dois grupos: I - PLA; isoladas dos venenos de
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serpentes da familia Elapidae e II - PLA; dos venenos de viperideos, cuja estrutura
apresenta uma disposicdo de pontes dissulfeto semelhante aquela verificada em
PLA: nao-pancreéticas de mamiferos (Kini, 1997). Por fim, o grupo II é ainda
subdividido em II-A e II-B. O primeiro grupo compreende as PLA> com um residuo
de acido aspéartico na posicao 49 (PLA2 D-49) e o segundo apresenta este residuo
substituido por uma lisina na mesma posicdo (PLA2 K-49). O residuo de &cido
aspartico na posicdo 49 coordena a ligagdo com ions célcio, um importante co-fator
para a catalise. Nas PLA> K-49 a atividade catalitica é drasticamente reduzida ou
ausente; por outro lado estas enzimas apresentam uma importante atividade

miotdxica (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Arni e Ward, 1996; Kini, 1997).

Proteinas Secretadas Ricas em Cisteinas (CRISPs)

As CRISPs (do inglés, Cysteine Rich Secretory Proteins) compreendem uma
classe de proteinas inicialmente encontradas em epididimo de mamifeors e
expressas em uma variedade de organismos, desde invertebrados, como Drosophila
(Schreiber et al. 1997) e Caenorhabditis elegans (Ookuma et al. 2003) até vertebrados
como Homo sapiens (Kasahara et al. 1989). As CRISPs sao proteinas de cadeia tnica,
com massa molecular variando de 20 a 30 kDa e uma grande quantidade de residuos
de cisteina em suas estrutura (uma média de 16 residuos; destes, 10 estao localizados
na porcao C-terminal das proteinas), singularidade que da nome a esta familia de
proteinas (Yamazaki e Morita, 2004). A principal fungdo reportada para toxinas
pertencentes a esta classe é o bloqueio de canais idnicos, como canais de célcio, por
exemplo, comprometendo a atividade de contragdo da musculatura lisa (Yamazaki et

al. 2002).

Fatores de crescimento (sSVNGF e svVEGF)

Fatores de crescimento do endotélio vascular ou de nervo (svVEGF e svNGF,
respectivamente) ja foram descritos em venenos de serpentes e, embora ndo sejam

componentes majoritarios, diversas atividades biolégicas destas moléculas ja foram
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descritas (Kostiza et al. 1996; Yamazaki e Morita, 2006). Os svNGFs sdo classificados
em 4 grupos conforme sua organizagao oligomérica (Kostiza et al. 1996): (I) formas
diméricas ndo covalentes, com massa molecular variando de 13 a 25 kDa por
subunidade; (II) formas glicosiladas e de alta massa molecular (~35 kDa); (III) formas
diméricas, covalentemente ligadas, isoladas dos veneno de Bungarus multicinctus e
Bitis arietans e (IV) formas em que uma das subunidades apresenta atividade arginil-
esterase (Kostiza et al. 1996). Apesar de serem componentes freqiientemente
encontrados no lamen de glandulas salivares de vertebrados, o papel fisiolégico dos

NGFs de venenos de serpentes ainda ndo é bem conhecido.

Os membros da familia dos VEGF sdo proteinas diméricas que se ligam a
recebtores do tipo tirosina-quinase e estdo envolvidos em uma série de processos de
neovascularizagdo como vasculogénese e angiogénese (Yamazaki e Morita, 2006). O
indicio de moléculas semelhantes ao VEGF em veneno de serpentes (svVEGF) foi
primeiramente relatado por (Komori e Sugihara, 1990) no veneno da serpente Vipera
aspis. Estes autores verificaram uma atividade hipotensora da molécula que fora
entdo denominada HF (Hipotensive Factor). Mais tarde, a estrutura primadria deste
fator foi resolvida, e observou-se grande similaridade com proteinas da familia dos
VEGFs humanos (Komori et al. 1999). Junqueira-de-Azevedo et al. (2001) a partir de
uma biblioteca de cDNA das glandulas de veneno da serpente Bothrops insularis
clonaram e expressaram uma forma ativa de svVEGF capaz de promover um
aumento da permeabilidade vascular. Assim, acredita-se que os svVEGFs atuem
potencializando a atividade de outros componentes téxicos dos venenos, bem como

sendo coadjuvantes da atividade hipotensora verificada em alguns venenos.

Lectinas tipo C

As lectinas tipo C tém esta designagdo por pertencerem a uma familia de
lectinas que requerem ions calcio para sua interacdo com glicoconjugados. Estas
moléculas apresentam uma conformacdo tipica em sua estrutura (um loop) cujos
residuos coordenam a ligagdo com ions calcio (Drikamer, 1988). A maioria das

lectinas encontrada em venenos de serpentes ndo apresenta o loop de ligacdo com o
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calcio e nem todas se ligam a carboidratos (Clemetson et al. 2001), sendo portanto
chamadas de moléculas tipo-lectina (lectin-like proteins). Geralmente as lectinas tipo C
sdo homodimeros covalentes, apresentando massa molecular aproximada de 30 kDa.
Estas proteinas estdo envolvidas principalmente nas alteragdes de processos
hemostaticos decorrentes do envenenamento, interagindo principalmente com

receptores plaquetérios e/ou fatores da cascata de coagulacdo sanguinea (Zingali et

al. 2001).
Peptideos potenciadores de bradicinina e peptideo natriurético tipo C

Peptideos potenciadores de bradicinina (do inglés, Bradykinin Potentiating
Peptides - BPPs) sdo oligopeptideos ricos em prolina, constituidos de 5 a 14
aminoacidos (lanzer et al. 2004). Estes peptideos foram os primeiros inibidores
naturais da enzima conversora de angiotensina (ECA) descritos, tendo sido isolados
do veneno de B. jararaca (Ferreira et al. 1970). A estrutura do precursor destes
peptideos vasoativos é singular e foi descrita por Murayama e colaboradores (1997):
compreende 7 BPPs organizados em tandem, bem como um peptideo natriurético
tipo-C e uma regido rica em histidinas e glicinas (pHpG). Os peptideos natriuréticos
do tipo C apresentam estrutura similar a peptideos natriuréticos do tipo A e B de
mamiferos (que sdo hormonios peptidicos liberados por células do tecido cardiaco
em resposta a eventos de sobrecarga cardiaca) e atuam sobre o tonus vascular,
mediando processos de vasodilatacdo (Lee e Burnett-Jr, 2007). Hayashi et al. (2003)
identificaram e clonaram um precursor do peptideo natriurético tipo C do cérebro
da serpente B. jararaca (Hayashi et al. 2003). De acordo com estes autores, a tradugao
da seqiiéncia nucleotidica deste precursor apresenta ainda 7 BPPs organizados em
tandem, de forma similar aquela verificada no precursor dos BPPs descrito por
Murayama et al. (1997) na glandula de veneno de B. jararaca. A hipotensdo
freqiientemente verificada apés o envenenamento botrépico é em grande parte
decorrente da agdo inibitéria destes peptideos vasoativos (BPPs) sobre a ECA,
caracteristica que impede a geracdo do peptideo vasoconstritor angiotensina II e

inativagdo do peptideo hipotensor, a bradicinina.
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1.2 A variabilidade nos venenos de serpentes

A variabilidade na composicdo de venenos de serpentes ¢ um fendmeno
ubiquo em todos os niveis taxondmicos e pode ter um impacto tanto na pesquisa
basica como no tratamento nos casos de acidentes ofidicos, incluindo a selecdo dos
soros anti-ofidicos e também a selecdo de espécimes para a producdo dos soros anti-
ofidicos. A variabilidade nos venenos ofidicos pode ser observada em varios niveis,
tais como: ontogenético, sexual, geografico, inter-especifico e intra-especifico
(Chippaux et al. 1991). Alteracdes ontogenéticas nos venenos estdo presentes na
maioria das pesquisas que versam sobre variabilidade (Gutiérrez et al. 1990;
Gutiérrez et al. 1991; Chaves et al. 1992; Mackessy, 1993; Daltry et al. 1996; Lopez-
Lozano et al. 2002; Saravia et al. 2002; Mackessy et al. 2003; Saldarriaga et al. 2003;
Mackessy et al. 2006; Alape-Giron et al. 2008) e as suas implicacGes permitem a
elaboracdo das mais diversas hipoteses que, além de contribuirem para o
entendimento da diversidade e complexidade dos venenos, constituem dados
importantes para estudos sobre a biologia, incluindo a evolucdo das toxinas
presentes nos venenos das espécies estudadas. Mackessy (1993) observou
expressivas alteracdes em proteases fibrinogenoliticas presentes no veneno de
exemplares juvenis e adultos de Crotalus viridis oreganus. Gutiérrez et al. (1990)
reportaram a variagdo ontogenética em algumas atividades bioldgicas e bioquimicas
do veneno de Lachesis muta stenophrys, sobretudo com relagdo a letalidade e a
atividade proteolitica, que se mostraram mais intensas no veneno dos animais
adultos. Saldarriaga et al. (2003) relataram maior atividade coagulante nos venenos
de exemplares jovens de B. asper e B. atrox da Colombia. Resultados semelhantes
foram reportados por Lépez-Lozano et al. (2002) em anélise da atividade coagulante

de venenos de jovens e adultos de B. atrox da Amazonia.

Neste contexto, a dieta exerce uma importante influéncia na composicao dos
venenos e diversidade de toxinas neles presentes (Li et al.2005a; Li et al.2005b; Alape-
Giron et al. 2008). Exemplos classicos da influéncia da dieta na composicdo dos
venenos de serpentes sao os resultados reportados por Li et al. (2005a) e Li et al.

(2005b). Nestes trabalhos os autores mostraram que a serpente aquética Aipysurus
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eydouxii (Elapidae, Hidrophiinae) apresenta uma delecdo nucleotidica no gene que
codifica para uma neurotoxina de trés digitos do seu veneno (three finger neurotoxin -
3FTx), bem como diversas substituicdes em regides altamente conservadas de genes
codificantes para fosfolipases A2 (PLA2) (Li et al. 2005a e Li et al. 2005b,
respectivamente). As implicaces bioldgicas destes achados se refletem na quase
inexistente atividade destas toxinas no veneno desta espécie. Conforme os autores,
esta caracteristica se deve ao fato desta espécie ter mudado a sua dieta (h4d milhares
de anos) para exclusivamente ovos de peixes ao invés de peixes, como fazem outras
espécies simpatricas como A. laevis. Assim, segundo os autores, a auséncia de
pressdo seletiva sobre os genes codificantes para PLA2s e 3FTXs levou a um
acaimulo de mutagdes nas regides codificantes dos genes destas toxinas, o que em
altima instancia resultou na perda das suas atividades biol6gicas no veneno de A.

eyouxii.

A dieta apresenta uma influéncia importante na composicao e atividade de
proteinas relacionadas com processos digestivos em diversos grupos de vertebrados,
como peixes por exemplo. Um interessante exemplo desta influéncia foi reportado
por Gawlicka e Horn (2006) em peixes da familia Stichaeidae. Estes autores
monitoraram a expressao ontogenética do gene de tripsina em peixes herbivoros e
carnivoros que foram submetidos a diferentes dietas. Conforme os autores, a
expressdo do gene de tripsina aumentou durante a ontogenia independente dos
habitos alimentares dos animais. Contudo, quando submetidos a uma dieta rica em
proteinas, apenas as espécies carnivoras apresentaram uma expressdo pronunciada

no gene de tripsina, bem como um aumento da atividade tripsinica.

Nas serpentes venenosas, ndo apenas modificacbes nos venenos sdo
responsaveis pela diversidade de formas de subjugacdo das presas. Estruturas
relacionadas a alimentagdo sao também alvos de intensa pressao seletiva, uma vez
que respondem pela apreensdo e sucesso na subjugacdo de presas. Aubret et al.
(2004), demonstraram a variabilidade de tamanho da mandibula e do cranio de
grupos experimentais da serpente Notechis scutatus (Elapidae) submetidos desde o

nascimento a alimentagdo com presas de diferentes tamanhos. Conforme os autores,
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o aumento no tamanho da mandibula e do cranio sdo reflexos da plasticidade

adaptativa apresentada por estes animais frente as diferentes presas.

Dentre os viperideos neotropicais pertencentes ao género Bothrops, uma
importante caracteristica morfoloégica tem estreitas relagdes com a variabilidade
ontogenética de dieta: a ponta da cauda dos filhotes e individuos jovens tem
coloracdo branca e, quando agitada em movimentos repetitivos, mimetiza uma
pequena larva. Esta estratégia é conhecida como engodo caudal (Caudal luring) e é
utilizada pelos animais juvenis para “enganar” suas presas tipicas (pequenos
anfibios e lagartos) que sdo subjugados ao se aproximarem da cauda das serpentes
juvenis (Martins et al. 2002). Essa caracteristica morfolégica é perdida quando os
animais atingem a idade adulta. A Figura 2 apresenta esta caracteristica em filhotes

de jararaca.

Figura 2: Coloracdo caudal caracteristica de filhotes (A) e adultos (B) de B. jararaca. Uma ampliagdo
da regido das caudas (indicada pelas setas em A e B) estd apresentada em C. Fotos Alexandre K.
Tashima (A) e Otavio Marques (B).
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Assim, é possivel perceber que a variabilidade verificada nos venenos de
serpentes estd relacionada com uma série de fatores bidticos e abidticos e, neste

contexto, a dieta é um dos fatores de maior influéncia.

1.3 O veneno da Bothrops jararaca

No Brasil, a espécie Bothrops jararaca distribui-se desde o Sudeste da Bahia até
a porcao nordeste do Rio Grande do Sul, ocupando uma diversidade de habitats,
desde mata atlantica até regides abertas e aridas, com dominios predominantemente
de cerrado (Campbell e Lamar, 1989). Desta forma, B. jararaca é uma das espécies de
serpentes brasileiras de mais ampla distribuicdo geografica. Um reflexo direto dessa
vasta distribuicdo geogréfica é que cerca de 90% dos acidentes ofidicos ocorridos na
area de abrangéncia de B. jararaca sdo de fato causados por esta espécie em
detrimento a outras espécies do mesmo género (Ribeiro e Jorge, 1997; Santoro et al.
2008). Embora seja considerada uma espécie generalista, isto é, apresenta uma
diversidade de itens alimentares na sua dieta, uma marcante variabilidade
ontogenética é reportada para esta espécie, que se alimenta de ectotérmicos na fase

juvenil de vida (artrépodes, pequenos anfibios e lagartos) e de endotérmicos

(preferencialmente mamiferos) na fase adulta (Sazima, 1992, Marques et al. 2001;

Martins et al. 2002).

O veneno da B. jararaca induz um complexo quadro patolégico, caracterizado
por efeitos locais e sistémicos como edema, mionecrose, hemorragia,
desfibrinogenagdo, choque e nefrotoxicidade. A quantidade de toxinas isoladas do
veneno desta espécie supera a de qualquer outra espécie do mesmo género e é
também decorrente de sua importancia na satde publica. A intensa capacidade deste
veneno de atuar sobre componentes responsaveis pela manutencdao da hemostasia
levou diversos grupos ao isolamento e caracterizacao destas toxinas, no intuito de
melhor entender a fisiopatologia dos acidentes, bem como identificar os alvos
moleculares das respectivas toxinas. A Tabela 1 apresenta as toxinas isoladas do
veneno desta espécie até o ano de 2010 e que apresentam atividade sobre

componentes do sistema hemostatico.
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Tabela 1: Toxinas isoladas do veneno de B. jararaca com atuagado sobre a hemostasia.

Toxina Classe Atividade biolégica Referéncia
Atividade coagulante
(liberagao do
Bothrombina SP fibrinopeptideo A) sem  Nishida et al. (1994)
efeito direto sobre
plaquetas a menos que
haja presenga de
tibrinogénio
Bothrops SP Atividades amidolitica Mandelbaum e
protease A e fibrinogenolitica Henriques (1964);
(in vivo e in vitro) Murayama et al.(2003) e
Paes-Leme et al. (2008)
Atividade coagulante
(liberagao do Serrano et al. (2000)
TL-BJ SP fibrinopeptideo A )
sobre plasma e
tibrinogénio
Liberacao de
bradicinina do
KN-BJ SspP cininogénio bovino de Serrano et al. (1998)
baixo peso molecular e
atividade coagulante
(liberagao do
fibrinopeptideo A)
Inducao da agregacao
PA-BJ spP plaquetaria pela Serrano et al. (1995) e
interagdo com os Santos et al. (2000)
receptores plaquetarios
PAR1 e PAR4
Bothropasina MP (PIIIb) Hemorragia Mandelbaum et al.
(1982)
Jararhaginaa MP (PIIIb) Hemorragia Paine et al. (1992)
HF1 MP (PIII) Hemorragia Assakura et al. (1986)
HEF2 MP (PIII) Hemorragia Assakura et al. (1986)
HEF3 MP (PIII) Hemorragia Assakura et al. (1986),

Silva et al, (2004);
Oliveira et al. (2009) e
Oliveira et al. (2010)
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Jararafibrase I

Jararafibrase II,
III, IV

] proteinase

Bothrojaractivase

Bothrostatina

Bothrojaracina

Bothrocetina

Jararaca GPIb-BP

BJ-PLA2

NPP-BJ

Hemorragia e
MP (PIII) tibrinolise in vitro
MP(PII) Hemorragia e

fibrindlise in vitro

MP (PII) Atividade caseinolitica

MP (PII) Ativacao do fator II da
cascata de coagulacao
sanguinea e fibrinélise

in vitro

MP (PII) Inibi¢do da agragacao
plaquetaria induzida
por coldgeno
LtC Bloqueio da atividade

da trombina sobre o

tibrinogénio, bem como
da ativacao plaquetaria

mediada por
tibrinogénio

Inducao da agregacao

LtC plaquetaria pela

interacdo com o fator de

von Willebrand

Inibi¢do da agregacao
plaquetaria pela
interacdo com a

glicoproteina
plaquetaria Ib

LtC

PLA2 Inducao de agregacao

plaquetaria

NT Inibicao da agregacao

plaquetaria induzida
por ADP

14

Maruyama et al. (1992)

Maruyama et al. (1992) e
Maruyama et al. (1993)

Tanizaki et al. (1989)

Berger et al. (2008)

Fernandez et al. (2005)

Zingali et al. (1993)

Brinkhous et al. (1981)

Fujimura et al. (1995)

Serrano et al. (1999)

Santoro et al. (2009)

Legenda: LtC —Lectina tipo C; MP — Metaloproteinase; PLA2- Fosfolipase A,; SP- Serinoproteinase; P(I1) —
Metaloproteinase da classe P-11; P(111) — Metaloproteinase da classe P-111; NT nucleotidase.
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Um dos primeiros relatos da grande diferenca quanto a atividade coagulante
do veneno de filhotes e adultos da espécie B. jararaca foi feito por Roselfeld e
colaboradores (1959), onde se verificou uma maior atividade coagulante para o
veneno de filhotes. Ribeiro e Jorge (1989) e Kamiguti et al. (1986) reportaram a
diferenca no tempo de coagulacdo em pacientes picados por filhotes de B. jararaca
em relacdo aqueles picados por adultos desta espécie. Furtado et al. (1991),
observaram expressivas diferencas nas atividades de ativagdo dos Fatores II e X da
cascata de coagulagdo sanguinea, que se mostraram pronunciadas nos venenos dos
filhotes de algumas espécies pertencentes ao género Bothrops. Nesse estudo, os
autores verificaram que o veneno de filhotes da espécie B. jararaca apresentou um
valor 12 vezes maior para a atividade coagulante sobre o plasma quando comparado

com o veneno dos adultos desta mesma espécie.

Embora a elevada atividade coagulante verificada para o veneno de filhotes
de B. jararaca seja reconhecidamente um registro antigo na literatura toxinoldgica, a
atribuicao desta atividade a presenca de uma classe de toxina especifica ainda nao

foi reportada.

1.4 Metodologias “6micas” em toxinologia

A utilizacdo de metodologias do tipo high throughput tem um papel
fundamental no estudo de sistemas e amostras complexas: permite analises
bioquimicas em uma escala incomparavelmente maior do que métodos tradicionais
de isolamento e identificagdo de biomoléculas, como proteinas, DNA/RNA, por
exemplo, além de serem capazes de representar um panorama global de processos
fisiopatolégicos (Mann e Kelleher, 2008; Cloonan e Grimmond, 2008;Yates et al. 2009;
Zhong et al. 2009; Mitchell, 2010).

Na altima década a utilizagao de técnicas de sufixo “oma” em toxinologia tem
se intensificado e possibilitado o entendimento da complexidade dos proteomas dos

venenos de espécies de diversas familias, bem como do transcriptoma de glandulas
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de veneno (Fox e Serrano, 2008b). Utilizando a metodologia de analise

transcriptomica por meio de Expressed Sequence Tags (ESTs) descrita por Adams e

colaboradores (1991) Junqueira-de-Azevedo e Ho (2002) foram os primeiros

pesquisadores a explorar a diversidade de transcritos da glandula de veneno da

espécie Bothrops insularis por meio de andlise transcriptomica. Desde entdo, diversas

espécies ja tiveram os transcriptomas de suas glandulas de veneno revelados. A

Tabela 2 apresenta as espécies cujos transcriptomas das glandulas de veneno ja

foram analisados.

Tabela 2: Transcriptomas de glandulas de venenos de serpentes publicados até o momento*.

Espécie Familia Referéncia
Crotalus adamanteus Viperidae Rokyta et al. (2011).
Bungarus multicinctus e Naja atra Elapidae Jiang et al. (2011).
Drysdalia coronoides Elapidae Chatrath et al. (2011).
Bothrops alternatus Viperidae Cardoso et al. (2010).
Bungarus flaviceps Elapidae Siang et al. (2010).
Cerberus rynchops Colubridae ~ OmPraba et al. (2010).
Echis pyramidum leakeyi, E. coloratus e Viperidae Casewell et al. (2009).
E. carinatus sochureki
Bothrops atrox Viperidae Neiva et al. (2009).
Crotalus durissus collilineatus Viperidae Boldrini-Franca et al.
(2009).
Micrurus corallinus Elapidae Ledo et al. (2008).
Sistrurus catenatus edwardsii Viperidae Pahari et al. (2007).
Bothrops jararaca Viperidae Cidade et al. (2006).
Philodryas olfersii Colubridae Ching et al. (2006).
Echis ocellatus Viperidae Wagstaff et al. (2006).
Agkistrodon acutus Viperidae Qinghua et al. (2006).
Deinagkistrodon acutus Viperidae Zhang et al. (2006).
Lachesis muta Viperidae = Junqueira-de-Azevedo et
al. (2006).
Oxyuranus scutellatus Elapidae St. Pierre et al. (2005).
Bothrops jararacussu Viperidae Kashima et al. (2004)
Bitis gabonica Viperidae = Francischetti et al. (2004).
Bothrops insularis Viperidae  Junqueira-de-Azevedo e

Ho (2002).

*Fevereiro de 2011.
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Conforme analise da Tabela 2 é possivel perceber que mais de um terco dos
trabalhos foram publicados nos dltimos 2 anos. Com o advento dos seqiienciadores
de tltima geracdo (Margulies et al. 2005), capazes de analisar dezenas de milhares de
seqiiéncias num intervalo de tempo expressivamente menor que os sequenciadores
que empregam o método de terminacdo de cadeia descrito por Frederick Sanger
(Sanger et al. 1977), espera-se um aumento ainda maior no namero transcriptomas de
glandulas de veneno estudados, bem como a possibilidade do descobrimento de
novas toxinas, baseado na descoberta de transcritos pouco expressos (raros) nas
glandulas de veneno. Recentemente Rokyta et al. (2011) reportaram a utilizacdo de
um seqiienciador de ultima geracdo no estudo do transcriptoma de glandula de

veneno da serpente Crotalus adamanteus.

A estratégia de seqiienciamento de bibliotecas de cDNA no intuito de se obter
um cendrio da expressdo génica e da diversidade de toxinas na glandulas das
diferentes espécies é de extrema importancia na toxinologia. Contudo, a despeito da
importancia dos resultados encontrados, caracteristicas importantes das proteinas
contidas nos venenos permanecem desconhecidas a menos que se tenha,
adicionalmente, dados acerca dos respectivos proteomas. Um exemplo desta
situacdo sao as modificagdes quimicas sofridas pelas proteinas apds sua sintese nas
células eucaridticas. Muito embora modificacdes pos-traducionais possam ser
previstas para uma proteina cuja estrutura primaria foi deduzida a partir da anélise
do transcrito correspondente, sua complexidade e extensao s6 se tornam aparentes

por meio de analises do proteoma.

Nos ultimos anos diversos autores tém concentrado seus esforcos na
utilizacdo de técnicas complementares em transcriptdmica/protedmica no intuito de
se obter um panorama que melhor represente os venenos das espécies estudadas
(Ching et al. 2006; Valente et al. 2009;.Chartrath et al. 2010; OmPrada et al. 2010).
Embora os venenos de serpentes sejam compostos por poucas classes de toxinas,
uma dificuldade técnica frequentemente reportada nos estudos protedmicos é a
baixa quantidade de seqtiéncias de proteinas de venenos de serpentes nos bancos de

dados atuais (Calvete et al. 2007, Fox e Serrano, 2008b). Por este motivo, a
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interpretacdo manual dos espectros de massas correspondentes a peptideos de
veneno de serpentes é freqlientemente adotada por pesquisadores na &drea de
toxinologia (Calvete et al. 2007; Calvete et al. 2009). A Tabela 3 apresenta um
levantamento recente do numero de entradas (seqiiéncias de proteinas)
correspondentes a proteinas de serpentes e proteinas de venenos de serpentes
disponiveis em dois dos bancos de dados mais utilizados em proteémica: o banco
“nao—redundante” do National Center for Biotechnology Information (NCBI, Estados
Unidos) e o Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProtKB, uma colaboragdo

entre institutos de pesquisa do Reino Unido, Suica e Estados Unidos).

Tabela 3: Numero de entradas (seqiiéncias de proteinas) correspondentes a
proteinas de serpentes ou veneno de serpentes presentes nos bancos de dados

NCBI e UniProtKB.
Banco de dados
Identificador! NCBI? UniProtKB3
Serpentes 23 837 14 172 (1979)
Snake venom 3401 1707 (1240)

1Palavra-chave utilizada na busca

2www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/

Swww.uniprot.org/downloads. O UniProtKB compreende uma compilagdo de
dois grandes bancos: o TrEMBL e o Swiss-Prot. Os valores representam o
nimero de sequencias cuja anotagdo é automatica e ndo revisada (TrEMBL
database); Os valores entre parénteses representam o nimero de seqiiéncias cuja
anotacdo é manual e revisada (Swiss-Prot database).

(Acesso em 01/02/2011).

Embora ndo figure na Tabela 3, quando o identificador utilizado é a palavra
“Serpentes” a maioria das proteinas presentes nos bancos de dados analisados nao
sdo correspondentes a toxinas e sim a outras proteinas de serpentes como
hemoglobina, citocromo C, proteinas envolvidas em processsos metabdlicos, entre
outras. Um refinamento da busca utilizando a palavra “snake venom” resulta em
pouco mais de 3000 entradas no NCBI e quase 2000 no UniProtKB. Esse baixo
namero, em comparagdo com aquele verificado para “espécies-modelo” da ciéncia
como invertebrados (Drosphila melanogaster, 149.583 seqiiéncias- NCBL 53.814

seqiiéncias -UniProtKB), camundongos (Mus musculus, 262.931 seqiiéncias-NCBI;
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69.397 seqiiéncias- UniProtKB) e o chimpanzé (Pan troglodytes, 58. 970 seqiiéncias-
NCBI; 46.198 sequiéncias-UniProtKB), associado ao desconhecimento do genoma
completo de alguma espécie de serpente, denota a importancia de estudos referentes
ao transcriptoma da gliandula de veneno, bem como do proteoma dos

correspondentes venenos.

Como regra geral na toxinologia, a exploragdo do contetido dos venenos de
serpentes tem sido realizada com pools de venenos obtidos de espécimes adultos,
fato que aponta para o desconhecimento do contetido proteémico dos venenos de
filhotes e para a possibilidade de descobrimento de novas toxinas nesses venenos.
Desta forma, no contexto do tema apresentado, abordagens complementares em
protedmica/transcriptomica associadas a técnicas tradicionais de quimica de
proteinas e ensaios biol6gicos, podem evidenciar possiveis diferencas qualitativas ou
quantitativas nos venenos de filhotes e adultos, fornecendo subsidios para o
entendimento da variabilidade ontogenética molecular verificada nesta espécie e em
venenos de outras espécies do mesmo género e/ou familia (Viperidae), além de
possibilitar o descobrimento de novas toxinas, cuja expressdo seja

ontogeneticamente regulada.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste projeto foi analisar a variabilidade do veneno de
B. jararaca, com enfoque voltado para toxinas diferencialmente expressas em duas
fases de vida dos animais (filhotes e adultos). Para tanto, os seguintes objetivos

especificos foram propostos:

» Analisar o proteoma, peptidoma e glicoproteoma dos venenos de filhotes e
adultos por eletroforese bidimensional e espectrometria de massas;

» Evidenciar diferencas no padrdo de expressao de toxinas e composicdo dos
venenos em duas fases de vida dos animais a partir da geragdo e identificacao
de um banco de Expressed Sequence Tags (ESTs) de filhotes e de adultos;

» Avaliar as atividades hemorragica, letal, proteolitica e coagulante dos

venenos de filhotes e adultos de B. jararaca.

Objetivos
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Todos os ensaios envolvendo animais, bem como a extracdo das glandulas de

veneno, tiveram a autorizagdo prévia da Comissao de Etica no Uso de Animais do

Instituto Butantan (CEUAIB - processo n° 377/2007).

Ao longo deste projeto utilizamos diferentes estratégias experimentais no

intuito de vislumbrar diversos aspectos da variabilidade do veneno de B. jararaca. A

Figura 3 ilustra de forma geral o delineamento experimental utilizado neste projeto.

Caracterizagcao
funcional

Atividades
bioldgicas
-DLsg
-Hemorragia
-Coagulacéo
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Figura 3: Delineamento experimental utilizado neste projeto para explorar a variabilidade do veneno

de B. jararaca.
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3.1 Obtencao dos venenos e glandulas de filhotes e adultos de B. jararaca

A Figura 4 ilustra o processo de extracdo de veneno e glandulas de

exemplares de B. jararaca que foram utilizados neste estudo.

Figura 4: Extracdo de veneno e glandulas de filhotes (A e B, respectivamente) e adultos (C e D,
respectivamente) de B. jararaca. A seta vermelha indica a posi¢do das glandulas de veneno de
filhotes e adultos. (Fotos: Alexandre K. Tashima e Silva Regina Travaglia-Cardoso).

3.1.1 Venenos

A extracao dos venenos de adultos e filhotes de B.jararaca ocorreu nos meses
de Dezembro de 2006 a Abril de 2007. Nestes meses o niimero de animais que chega
a Recepcdo de Serpentes do Instituto Butantan é relativamente elevado em relagdo a
outros meses do ano, bem como representa a época propicia (majoritariamente
verdo) para o nascimento de filhotes da espécie (Travaglia-Cardoso, 2000). A

extragdo dos venenos procedeu-se da seguinte forma:
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Adultos - 110 animais adultos, todos maiores de 3 anos, sendo 49 machos e 61
fémeas (animais mantidos em cativeiro no biotério de serpentes do Laboratério de
Herpetologia do Instituto Butantan). As serpentes foram anestesiadas com auxilio de
gdas carbonico (CO»), para realizacdo de extragdes dos venenos, segundo Biasi et al.

(1976).

Filhotes - 694 filhotes, sendo 359 machos e 335 fémeas, com até duas semanas
de idade, tiveram seus venenos extraidos. Os animais foram procedentes de fémeas
prenhes, de diferentes regides do Estado de Sdao Paulo e de fémeas mantidas em
cativeiro no biotério de serpentes do Laboratério de Herpetologia do Instituto
Butantan. Inicialmente os animais foram anestesiados com o auxilio de gas carbonico

e, em seguida, o veneno foi extraido com o auxilio de capilares de vidro.

Ap6s coletadas, as amostras de veneno foram centrifugadas a 2000 x g, 4°C,
por 30 minutos, para remocdo do muco salivar, bem como presas ou escamas que
eventualmente estivesssem presentes no veneno extraido. Apds este processo os
venenos foram liofilizados e acondicionados a temperatura de -20°C até o momento

do uso.

Considerando o nimero de animais cujos venenos foram extraidos e a massa
do veneno seco (ap6s a liofilizacdo), obtivemos uma média de 1,5 mg de veneno por

animal no caso dos filhotes e 130,2 mg/animal no caso dos adultos.

Dado o maior volume de veneno produzido pelos animais adultos, apés a
liofilizacao foram preparadas trés amostras que foram utilizadas neste estudo para

designar o veneno dos animais adultos:

(1) Um pool de veneno de fémeas adultas (n=61);
(2) Um pool de veneno machos adultos (n=49);

(3) Um pool de adultos (uma mistura de ambos os sexos; n=110).

3.1.2 Glandulas

Os exemplares da serpente B. jararaca foram cedidos pelo Laboratério de

Herpetologia do Instituto Butantan. Foram utilizados ao todo 32 animais, sendo 12
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animais adultos (6 machos e 6 fémeas) e 20 filhotes (10 machos e 10 fémeas). Os
exemplares foram todos provenientes do Estado de Sdo Paulo. Os adultos tinham 3
anos de idade e os filhotes 18 dias de vida. Os animais foram mantidos no biotério

de serpentes do Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan.

As glandulas foram retiradas seguindo o critério utilizado por Junqueira-
deAzevedo e Ho (2002): 4 dias apds a extracdo do veneno. Este procedimento visou
estimular a sintese protéica na glandula, garantindo alta producdo de mRNA. Apés
o tempo estipulado (4 dias), os animais foram anestesiados com gas carbdnico e
sacrificados por decapitacdo para retirada das glandulas. Ambas as glandulas

desses animais foram imediatamente congeladas e estocadas em nitrogénio liquido.

3.2 Analise protedmica

3.2.1. Quantificacao de proteinas

Os venenos foram ressuspendidos em agua MilliQ® em banho de gelo e a
quantificacdo de proteinas foi realizada com diferentes concentragdes, em triplicata,
utilizando o reagente de Bradford (Bradford, 1976) adquirido da Sigma. Para estimar
o teor protéico das amostras foi utilizada uma curva padrdo, construida com

concentracoes crescentes de soroalbumina bovina (Sigma) em agua MilliQ®.

3.2.2 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, zimografia, eletroforese

bidimensional e Western-blot bidimensional

A eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida foi realizada de acordo com o
método descrito por Laemmli (1970), utilizando mini-géis de 10 cm x 8 cm x 1,0 mm
em cuba miniVE (GE Healthcare) ou, alternativamente, géis de 20 cm x 26 cm x 1,5
mm (Ettan DatlSix, GE Healthcare). Para os experimentos de eletroforese

bidimensional foi utilizado o sistema da GE Healthcare, composto dos médulos
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IPGphor (12. dimensdo, focalizacdo isoelétrica) e EttanDaltSix (22. dimensao,

eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida), segundo procedimento descrito por

Serrano et al. (2005):

A. Focalizagio isoelétrica (1°. dimensdo): Para a isoeletrofocalizacdo das proteinas
foram utilizadas fitas de gradiente de pH imobilizado (IPG strips, GE Healthcare) de
7cm ou 24cm. As fitas com pH variando de 3 a 10 (ou alternativamente pH 4 a 7)
foram reidratadas com a solugdo de veneno em agua MilliQ® para um volume final
de 450 pL (fitas de 24 cm) ou, alternativamente 125 pL (para fitas de 7 cm) utilizando
o reagente Destreak solution® (GE Healthcare) acrescido de 1% de solucdo de anfdlitos
(IPG buffer, GE Healthcare). Apds esta etapa, as solugdes foram incubadas em um
sonicador por 10 min e depositadas nas canaletas da cuba de reidratacdo. Em
seguida, as fitas foram cobertas com 6leo mineral e deixadas em repouso para
reidratacdo a temperatura ambiente por 18 h. Apds a remocdo do excesso de 6leo
mineral, as fitas foram montadas na cuba de focalizagdo isoelétrica IPGPhor (GE
Healthcare), cobertas novamente com o6leo mineral e submetidas a focalizagcao

isoelétrica a 20 °C, segundo o programa especificado na Tabela 4:

Tabela 4: Protocolo de focalizagdo isoelétrica utilizado para fitas

de 24 cm.
Etapa* Voltagem (V) Tempo (h)
1 30 6
2 150 2
3 350 1
4 500 1
5 1000 1
6 3000 1
7 5000 13

*Para as fitas de 7 cm utilizamos o programa de gradiente de
voltagem constituido de trés etapas: 500V a 0,01 kV/h; 4000V a
3,4kV/h e 5000V a 4,6 kV/h.

B. Equilibrio das fitas e eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (2° dimensdo):
Ap6s a eletrofocalizacdo, o excesso de 6leo mineral foi removido das fitas e estas
foram colocadas em tubos plésticos para a etapa de equilibrio. A seguir, as proteinas

focalizadas foram reduzidas e alquiladas por meio de incubagdes no tampao de
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equilibrio (TE: Tris-HCI 0,05 M, pH 8.8, SDS 2%, glicerol 30%, uréia 6 M, azul de
bromofenol 0,002%) contendo DTT 20 mg/mL (por 12 min, sob agitacdo) e, em
seguida (por 10 min, sob agitacdo) no TE contendo iodoacetamida 30 mg/mL. Para
iniciar a segunda dimensao, as fitas foram colocadas diretamente sobre a parte
superior de géis de SDS-poliacrilamida (12%). Os géis (20 cm x 26 cm x 1,5 mm) de
SDS-poliacrilamida foram preparados utilizando o sistema de gel caster (GE
Helthcare). Para estes géis a eletroforese ocorreu a temperatura de 10 °C, a 25W por
gel. Para os géis pequenos (10 cm x 8 cm x 1,0 mm) a corrida ocorreu a temperatura

ambiente, utilizando voltagem de 150 V e corrente de 40 mA por gel.

Para ambos os sistemas de eletroforese utilizados para a 2° dimensdo, a
corrida foi interrompida quando o corante migrou aproximadamente 90% do
comprimento do gel. Os géis foram corados com nitrato de prata seguindo o método
de (Mortz et al. 2001) ou alternativamente com Coomassie Brilliant Blue R-250 (GE
Healthcare) ou, para visualizagdo de glicoproteinas, com o corante fluorescente

ProQ-Emerald® (Invitrogen) conforme especificacdes recomendadas pelo fabricante.

Todos os géis bidimensionais foram analisados em triplicata, para se verificar a

reprodutibilidade das analises.

C. Western-blot bidimensional e revelagido com anticorpos: A visualizacdo dos sub-
proteomas de metaloproteinases e serinoproteinases das amostras de veneno de B.
jararaca se deu com a utilizagdo de imunocoloracdo com anticorpos policlonais
distintos: anti-bothropasina (uma metaloproteinase da classe P-IIIb do veneno de B.
jararaca) e anti-moojeni serinoproteinase 1 e 2 (um anticorpo policlonal preparado
com duas serinoproteinases - MSP1 e MSP2 - isoladas da serpente Bothrops moojeni) e
o soro anti-botrépico produzido pelo Instituto Butantan (lote 0610188), produzido
pela imunizacdo de cavalos com uma mistura de venenos de adultos das seguintes
espécies: B. jararaca (50%), B. alternatus (12,5%), B. jararacussu (12,5%), B. moojeni
(12,5%), B. neuwiedi (6,25%) (sinobnimos B. n. goyazensis, B. n. meridionalis, B. n.
paranaensis e B. n. urutu) e B. pauloensis (6,25%).

Ap6s as corridas nas duas dimensdes as proteinas foram transferidas

eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) em uma cuba
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miniVE preenchida com tampao de transferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM,
Metanol 20% e SDS 0,037%). A transferéncia ocorreu sob voltagem fixa de 20V por 18
horas. Apods este periodo, as membranas foram imersas em uma solugao 0,5% de
Vermelho de Ponceau em acido acético 1%, para se verificar a correta transferéncia
das proteinas. Em seguida, as membranas foram lavadas com &dgua destilada e
imersas em uma solucdo de leite desnatado (5% em PBS 0,06M) por 30 min, sob
agitagao.

Os anticorpos primdrios (policlonais, preparados em coelhos; ou,
alternativamente, preparado em cavalos no caso do soro anti-botrépico.) foram
adicionados seguindo a diluigdo de 1:500 em uma solucdo de PBS 0,05M contendo
Tween 0,1%. As membranas foram incubadas por uma hora nesta solucdo, sob
agitacdo. Em seguida, foram lavadas por 30 min com uma solucdo de PBS 0,05M
contendo Tween 0,1%. Finalmente, foi adicionado o anticorpo secundério (anti-IgG
de coelho ou anti-IgG de cavalo conjugada a peroxidase) na diluigdo de 1:1000 em
solucdo de PBS 0,05M contendo Tween 0,1% e as membranas foram imersas nesta
solugdo por uma hora. A revelagdo se deu com a adicdo da solugdo de 4-cloro-1-
naftol (Sigma) em Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM pH 7,5 e 0,5% de peréxido de

hidrogeénio.

D. Zimografia: A zimografia foi realizada para se evidenciar, nas amostras de
veneno, a presenca de proteinases com atividade sobre gelatina (um substrato co-
polimerizado ao gel de SDS-poliacrilamida). Foi utilizado o método descrito por
Heussen e Dowdle (1980) com algumas modificagdes. Para este ensaio, foram
utilizados géis (10 cm x 8 cm x 1,0 mm) na concentracdo de 12% de poliacrilamida,
contendo gelatina (na concentragdo final de 1 mg/ml). Neste ensaio as proteinas nao
foram previamente aquecidas nem tiveram suas pontes dissulfeto reduzidas. A
eletroforese ocorreu em temperatura ambiente, voltagem de 150 V, corrente de 40
mA por gel e sob condi¢des ndo redutoras. Apés a corrida os géis foram lavados por
30 min em solugdo tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, contendo 2,5% de Triton X-100,
para a remocdo do SDS presente no gel. Em seguida estes foram lavados por 10 min

com 4gua destilada e imersos na solucdo de incubacao (Tris-HCl 50mM pH 8,0 com
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CaClz 10 mM, NaCl 200mM e Igepal 0,02%) por 18 h a 37°C. Os géis foram
submetidos ao processo de revelagdo de bandas protéicas utilizando o corante
Comassie Brilliant Blue R-250 (Sigma). A avaliacdo da atividade proteolitica deu-se
com o aparecimento de regides mais claras no gel, contrastando com o fundo azul
(resultado da digestdo do substrato presente na matriz poliacrilamida-gelatina).

Para a zimografia bidimensional utilizou-se o protocolo descrito por Serrano
et al. (2005). A solucdo de reidratacdo das fitas (7 cm, pH 3 a 10, linear) consistia em
uréia 5M, CHAPS 2% e solugao de anfdlitos a 1%. Apés a focalizagdo isoelétricsa (1°
dimensao) as fitas foram submetidas a etapa de equilibrio, sendo incubadas por 15
min, sob agitacdo, em tampdo de equilibrio sem agente redutores (Tris-HCl 0,05M,
SDS 10%, glicerol 30% e azul de bromofenol 0,5%).

As imagens dos géis foram digitalizadas utilizando um scanner (Imagescanner,
GE Healthcare) com resolugdo de 300 pontos por polegada (dpi). A obtencdo de
informagOes referentes ao ponto isoelétrico (pI) e massa molecular das proteinas
presentes nos géis foram adquiridas utilizando o software ImageMaster™ 2D
Platinum 6.0 (GE Healthcare). Alternativamente, para observacao de glicoproteinas
com o corante ProQ Emerald®, os géis foram documentados em um transiluminador

ultra-violeta (300 nm).

3.2.3 Espectrometria de massas

3.2.3.1 Digestio in gel

Proteinas de interesse, presentes nos spots dos géis bidimensionais, foram
recortadas e submetidas ao processo de digestdo in gel segundo o protocolo descrito
por Hanna et al. (2000), com algumas modificacdes. Todos os reagentes utilizados

foram preparados no momento do uso.

Inicialmente os fragmentos de gel recortados foram incubados em 500 pL de
uma solucao de metanol 50% em agua MilliQ® contendo acido acético 5% por 2h. Em

seguida, essa solucdo foi removida por aspiracdo com pipeta e 500 pL foram
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adicionados aos fragmentos de gel, que permaneceram por mais uma hora nesta
solucdo. Os fragmentos de gel foram entdo desidratados pela incubacdo por 10 min
(2 vezes por 5 min) em 200 pL de acetonitrila (100%). A solucdo de acetonitrila foi
aspirada com pipeta e o restante foi evaporado em um sistema de concentracdo a
vacuo (speed vac). Ap0s esta etapa, os pedagos de gel foram reidratados por 30 min
em 30 pL (por fragmento de gel) da solugdo redutora (ditiotreitol 10 mM em
bicarbonato de amoénio 100 mM). Decorrido o tempo de reidratagio com DTT, a
solugdo foi aspirada com pipeta e os fragmentos de gel foram incubados por 30 min
em 30 pL (por fragmento de gel) da solugao alquilante (iodoacetamida 50 mM em
bicarbonato de amoénio 100 mM). Em seguida, a solugdo alquilante foi removida por
aspiracdo com pipeta e, os fragmentos de gel foram submetidos a incubacao, por 10
min, em 100 pL (por fragmento de gel) de uma solucdo de bicarbonato de amonio
100 mM. Apos esta etapa, a solucdo de bicarbonato de amonio foi retirada e 200 pL
(por fragmento de gel) de acetonitrila 100% foram adicionados e os fragmentos de
gel incubados nesta solugdo por 5 min. A solugdo de acetonitrila foi retirada e,
novamente, os fragmentos de gel foram incubados, por 10 min, em 200 pL (por
fragmento de gel) da solucdo de bicarbonato de amoénio 100 mM. Na tdltima etapa de
desidratacdo, a solugdo de bicarbonato de amonio foi retirada e os fragmentos de gel
foram incubados por 10 min (duas vezes por 5 min) em 200 uL de acetonitrila 100%.
A solugdo de acetonitrila foi retirada por aspiracdo com pipeta e o restante foi
evaporado num sistema speed vac. Os fragmentos de gel foram reidratados em 16 pL
de uma solucdo fresca de tripsina (Sigma) (50 ng/uL em bicarbonato de amoénio 50
mM), em banho de gelo, por 30 min. Em seguida, a solucao de tripsina foi retirada,
uma solucdo de bicarbonato de amoénio 50 mM foi adicionada (em um volume
suficiente para cobrir os fragmentos de gel) e os tubos contendo os fragmentos de gel

foram incubados em banho termostatizado (a 37°C) por 18 h.

A extragdo dos peptideos do gel se deu com a adigdo de 30 pL (por fragmento
de gel) da solugao 1 - acido férmico 5% (em agua MilliQ) - e incubagao dos pedacos
de gel por 10 min nesta solucdo, a temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo

contendo os peptideos foi transferida para um novo tubo e, ao pedaco de gel do tubo
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anterior, foi adicionado 12 puL (por fragmento de gel) da solugdo 2 - acido férmico 5%
em acetonitrila 50%. Os fragmentos de gel foram incubados por 20 min (duas vezes
por 10 min) nesta solugdo, e a solucdo transferida para o tubo que continha os
peptideos extraidos com a solugdo 1. A solucado foi concentrada em speed vac e os
peptideos resultantes foram ressuspendidos em 15 pL (por amostra) de acido acético
3% nas analises com o espectrometro LTQ-XL ou, alternativamente, acido férmico

0,1%, nas anélises com o espectrometro Q-ToF

3.2.3.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)

As analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS) foram realizadas utilizando um espectrometro do tipo Ion trap (LTQ
XL, Thermo Scientific) do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada, Instituto
Butantan. O espectrometro foi acoplado a um sistema de cromatografia liquida de
fluxo nanométrico (Accela Pump, Thermo Scientific) utilizando um fluxo de 400
nL/min. Parte das andlises foi também realizada no WM Keck Mass Spectrometry
Facility, Biomolecular Research Facility, Universidade de Virginia, Estados Unidos,
utilizando também um Ion Trap (LTQ XL, Thermo Scientific) acoplado a um
cromatdgrafo (Agillent 110 series) com fluxo nanométrico (500 nL/min). Neste caso,

as andlises foram feitas durante um estagio de 2 meses (Julho e Agosto de 2008) nos

Estados Unidos.

Alternativamente, em parte dos nossos experimentos, utilizamos o
espectrometro do tipo Quadrupolo - Tempo de Voo (Q-ToF Ultima, Waters)
acoplado a um sistema de cromatografia liquida de fluxo nanométrico (nanoAcquity,
Waters) do Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada, Instituto Butantan, ou do
Laboratério de Espectrometria de Massas, no Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron (LNLS), Campinas, SP.

Preparacao de colunas C-18 capilares

Inicialmente, colunas capilares de 7,5 cm (Polymicro Technologies), 75 x 350

um (didmetro interno e externo, respectivamente) foram preenchidas com 100 pL de
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resina Jupiter® C-18 (Phenomenex) 3 mg;/mL em uma solugao 50/50 de
acetonitrila/4cido acético 1%, utilizando um sistema de injecdo por pressdao (~500
psi). Antes da aplicacdo das amostras de peptideos as colunas foram carregadas com
5 pL de uma solucdo de angiotensina I (Sigma) (100 fmol/pL) em 4cido acético 1% e
iniciou-se uma corrida cromatografica num cromatégrafo liquido (Agillent 110
Series) acoplado a um espectrometro de massas do tipo Ion Trap (LTQ XL, Thermo
Scientific) com fonte de ionizagdo nanospray. Os solventes utilizados foram : A- 4cido
acético 0,1 M e B- acetonitrila em acido acético 0,1 M. Utilizou-se um gradiente de 2 a
80% de B durante 50 min (2 a 50% de B durante 22,5 min; 50 a 80% de B durante 22,5
min e, finalmente, 2% de B durante 5 min). Durante o gradiente foram monitorados
o tempo de retencdo da angiotensina I, bem como a intensidade do seu
correspondente ion triplamente carregado (de razdo my/z igual a 433,0). Valores de
intensidade maiores ou iguais a 107 na contagem total de ions (TIC) e tempos de
retencdo dentro do intervalo entre 12 a 14 min no cromatograma indicavam boa
qualidade das colunas preparadas, sendo portanto utilizadas para as analises
subsequientes. Alternativamente, foi utilizada uma coluna capilar comercial C-18 de

(10 cm x 100 pm; comprimento e didmetro interno, respectivamente) (Waters).

Andlise de peptideos

A solucao de peptideos (7,5 pL) oriundos de fragmentos de spots de géis de
poliacrilamida foi dessalinizada off-line carregando-se as amostras nas colunas com
auxilio de uma célula de pressao (pressao de 500 psi, que resultava num fluxo de
~1pL/min). Em seguida, as colunas foram conectadas a um sistema cromatografico
operando num fluxo de 500 nL/min, acoplado ao espectrometro de massas LTQ XL.
Utilizou-se o mesmo gradiente de 50 min descrito anteriormente (de 2 a 80% de
acetonitrila em 4acido acético 0.1 M). A voltagem e a temperatura da fonte de
ionizagao foram ajustadas para 2,5 kV e 200 °C, respectivamente, e o espectrometro
foi operado no modo Data Dependent Acquisition (DDA), no qual uma varredura de
massas na regiao de my/z de 300 a 1600 é realizada, seguida por dissociacao induzida

por colisdo (CID) dos 10 ions mais intensos.
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Alternativamente, para algumas amostras utilizamos um espectrometro do
tipo Quadrupolo -Tempo de V6o com fonte de ionizacdo nanospray (Q-ToF Ultima,
Waters). Neste caso, a voltagem e a temperatura da fonte de ionizacdo foram
ajustadas para 4.0 kV e 100 °C, respectivamente. O espectrometro também foi
operado no modo DDA, utilizando uma varredura de massas na regido de my/z de
200 a 2000, seguida da dissociagdo induzida por colisdao dos 3 fons mais intensos.
Para esta andlise, 4,5 pL. de uma mistura de peptideos extraidos de spots de géis de
SDS-poliacrilamida foram submetidos a dessalinizacdo on line, utilizando uma
coluna C-18 (180 pum x 20 mm, didmetro interno e comprimento, respectivamente)
(Waters), com fluxo de 15pL/min, ajustado diretamente no programa do
cromatégrafo nanoAcquity (Waters). Em seguida a mistura de peptideos foi
submetida a cromatografia liquida de fluxo nanométrico, utilizando coluna C-18
capilar de 100um x 100mm (Waters), num fluxo de 400 nL/min durante um
gradiente de 0 a 80% de acetonitrila (solvente B) em dcido férmico 0,1%, (Solvente A)
durante um total de 45 min (0 a 20% de B em 20 min; 20 a 40% B em 15 min; 40 a 80%
de B em 5 min; 80 a 0%de B em 5 min). Como calibrante foi utilizada uma solucdo de
acido fosférico/acetonitrila/agua (0,1/25/74,9) num fluxo de 500 nL/min. Ambos
os espectrometros (LTQ XL e Q-ToF) foram ajustados para operar com um tempo de
exclusao dinamica de 120 seg (para se diminuir a aquisicao repetitiva de um mesmo

valor de my/z).

3.2.3.3 Protedmica quantitativa

Para a andlise protedmica quantitativa dos venenos de B. jararaca utilizamos o
método descrito por Ross et al. (2004) que emprega a derivatizacdo de aminas
primdrias de peptideos com ésteres de succinimida: reagentes comercializados pela
Applied Biosystems sob o nome comercial de iTRAQ™. Usando esta abordagem é
possivel avaliar até 4 amostras simultaneamente. Os peptideos derivatizados sao
indistinguiveis no espectro de MS!, contudo exibem ions reporteres (de baixa m/z)

bastante intensos nos espectros de MS/MS, caracteristica que permite a
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quantificacdo por meio de andlise da intensidade dos ions repoérteres nestes

espectros. A Figura 5 exemplifica a andlise em detalhes.
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Figura 5: Estratégia experimental utilizada para andlise quantitativa dos proteomas dos venenos de
B. jararaca (Adaptado de Ross et al. 2004).

Digestio tripsinica em solugao e derivatizagio dos peptideos com tags isobaros

Apo6s a dosagem de proteinas dos venenos de filhotes e adultos (dissolvidos
em agua MilliQ®), um volume correspondente a 100 pg de proteinas de cada amostra
foi separado. A esta aliquota foi adicionado o dissolution buffer (TEAB 500 mM)
presente no kit iTRAQ 4-plex™ (Applied Biosystems) para um volume final de 20
uL. A amostra foi agitada brevemente e 1 uL do agente desnaturante foi adicionado
(SDS 2%). Em seguida, adicionou-se 2 pL do agente redutor (TCEP 50 mM), as

amostras foram gentilmente agitadas e incubadas a 60°C por 1 h. Decorrido este
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periodo, adicionou-se 1 puL do reagente alquilante (MMTS 200 mM em TEAB
500mM) e as amostras foram incubadas no escuro por 10 min. Por fim, a cada
amostra foram adicionados 10 pL de uma solucdo de tripsina (Proteomics grade -

Sigma) 0,2 pg/pL em HC1 0,1 mM e as amostras foram incubadas por 18 h a 37°C.

Cada reagente iTRAQ™ (114 a 117) foi ressupendido em 70 pL de etanol
absoluto (também fornecido pelo kit). Em seguida, os reagentes (70 puL cada) foram

adicionados as respectivas amostras. Optamos por realizar a seguinte marcacao:

Reagente 114=>» veneno de filhotes
Reagente 115 veneno de adultos
Reagente 116=» veneno de filhotes (duplicata)
Reagente 117> veneno de adultos (duplicata)

As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por uma hora e, em

seguida, o volume referente as 4 amostras foi agrupado em um sé tubo.

Cromatografia de troca cationica e LC-MS/MS

A mistura de peptideos marcados (~500 uL) foram adicionados 400 uL de
uma solucao de acido fosférico 10 mM em 25% de acetonitrila, pH 2,2. A amostra foi
submetida a cromatografia de troca catidonica em coluna MonoS (GE Healthcare),
utilizando um sistema FPLC Akta purifier (GE Healthcare) e fluxo constante de 1
mL/min. A eluicdo dos peptideos foi feita com um gradiente linear de 0 a 300 mM
de NaCl em solugao de acido fosférico 10 mM em acetonitrila 25% pH 2,2. A eluigdo

dos peptideos marcados foi avaliada monitorando-se a absorbancia a 280 nm.

Ap6s a cromatografia, as fracdes foram agrupadas em pools, enumerados de 1
a 6. Cada pool foi seco em sistema de concentragao a vacuo (speed vac), ressuspendido
em 400 pL de acido tri-fluoro-acético 0,5% (TFA) e submetido a dessalinizagao

utilizando cartuchos C-18 de extracdo em fase solida (Sep-Pack light, Waters),
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conforme protocolo especificado pelo fabricante. Os eluatos (presentes na solucdo de
acetonitrila 50% /TFA 0,5%) foram secos em speed vac. Ap6s dessalinizados, cada pool
foi ressuspendido em 20 pL de acido férmico 0,1% e um volume de 4,5 pL foi
submetido a LC-MS/MS utilizando um Q-ToF conforme os pardmetros descritos no
sub-item 3.2.3.2, com excecdo das energias de colisdo utilizadas, as quais foram
acrescidas em 20% dos seus valores originais. As corridas de LC-MS/MS ocorreram
com fluxo de 600 nL/min, utilizando um gradiente de 2 a 90% de acetonitrila
(solvente B) em acido férmico 0,1% (solvente A), durante 95 min (2 a 10% de B em 10
min; 10 a 40%de B em 65 min; 40 a 80% de B, em 15 min; 80 a 90% de B em 2 min e 90

a 2% de B em 3 min). Para cada pool foram realizadas 4 corridas.

3.3 Analise glicoproteémica

3.3.1 Deglicosilacao em condi¢des desnaturantes

A deglicosilagdo total dos venenos de filhotes e adultos foi realizada
utilizando o protocolo descrito por Murayama et al. (2003), com a utilizagdo das
enzimas N-glicosidase F ou O-glicosidase (Roche), que reconhecem e clivam a
ligacdo glicosidica presente entre residuos de polissacarideos e o nitrogénio amidico
da cadeia lateral de residuos de asparagina (glicanos N-ligados) ou a ligacdo
glicosidica ao oxigénio da cadeia lateral de residuos de serina ou treonina (glicanos
O-ligados), respectivamente. Inicialmente, as amostras de veneno (15 pg, em 4gua
MilliQ®) foram incubadas por 1 min a 95°C em SDS 10%. Em seguida, foram
adicionados 8 pL do tampao fosfato de s6dio 20mM (com azida sédica 0,08%, EDTA
10 mM e Triton X-100 2%, pH 7.0) e a solucao foi incubada por 2 min a 95°C. Apés
esta etapa, a solucao foi transferida para banho de gelo e 1U de N-glicosidase F (em
tampao fosfato de s6dio 100 mM contendo EDTA 25 mM, pH 7,2) ou 2,5 mU de O-
glicosidase (em tampao fosfato de sédio 50 mM contendo 350 mM de NaCl, pH 7,5)
foi adicionada a cada amostra de veneno . A solucdo foi incubada a 37°C por 18 he o

perfil protéico foi avaliado por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida em
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condicdes redutoras. Alternativamente, as amostras de veneno de filhotes e adultos
(30 pg, em agua MilliQ®) foram N-deglicosiladas conforme descrito acima
(utilizando 2 U de N glicosidase F neste caso) e o perfil protéico foi avaliado em géis
bidimensionais, utilizando fitas de 7 cm gradiente de pH imobilizado na faixa de 4 a

7, conforme descrito no sub-item 3.2.2-B.

3.3.2 Cromatografia em coluna de afinidade e LC-MS/MS

Para a cromatografia em coluna de afinidade (Concanavalina A sepharose®,
Sigma) as amostras de veneno (5 mg em 1 mL de binding buffer - Tris-HCI 20 mM,
NaCl 500 mM, e CaCl2 5 mM, pH 7,4) foram submetidas a cromatografia em uma
coluna (0,8 cm x 2,0 cm) preenchida pela resina de Concanavalina-A (ConA) ligada
covalentemente a uma matriz de Sepharose®. Inicialmente as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 20 min e a coluna foi mantida fechada para
interacdo das amostras com a lectina presente na matriz. Apés a eluicdo das
proteinas ndo ligadas com 5 mL de binding buffer, as proteinas ligadas a resina foram
eluidas com 5 mL de D-glicose 0,5 M em binding buffer (monitoramos a absorbancia
dos eluatos espectrofotometricamente a 280 nm e consideramos auséncia de
proteinas no eluato quando este valor era igual a zero). O eluato final (proteinas
eluidas com 5 mL de D-glicose 0,5 M em binding buffer) foi concentrado para 400 pL

usando um sistema de concentragdo por centrifugacdo (CentriconYM-3; Millipore) e

submetido a digestdo tripsinica em solucdo, conforme descrito a seguir.

O eluato da coluna de Concanavalina A teve seu teor protéico mensurado
pelo método de Bradford e uma aliquota correspondente a 100 pg de proteinas foi
submetida ao procedimento de digestdo tripsinica em solucdo. Para tanto, a amostra
foi incubada por 30 min a 95°C com 20 pL de DTT 10 mM em bicarbonato de amoénio
100 mM. Em seguida, adicionou-se a esta mistura 20 pL de iodoacetamida 50 mM em
bicarbonato de amoénio 100 mM e procedeu-se uma incubagdo adicional de 30 min no
escuro. A mistura resultante adicionou-se 10 uL. de uma solugao de tripsina (0,2
pg/uL, em &cido cloridrico 0,1 mM) (Proteomics grade - Sigma) e as amostras foram
incubadas a 37 °C por 18 h. Uma aliquota de 10 pL da mistura de peptideos

resultante foi injetada em uma pré-coluna preenchida por resina C-18 (180 ym. x 20
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mm, Waters) para remogao de sais presentes na amostra. A coluna foi lavada com
100% do solvente A (acido férmico 0,1%) num fluxo de 30 pL/min por 12,5 min.
Para a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
utilizou-se uma coluna C18 analitica (75 ym x 100 mm) (Waters) e os parametros
descritos no item 3.3. A aquisicio dos espectros foi feita utilizando-se um
espectrometro do tipo Ion Trap (LTQ XL, Thermo Scientific) conforme os parametros

descritos no sub-item 3.2.3.2.

3.3.3 Analise de N-glicanos por espectrometria de massas

Os experimentos descritos a seguir foram realizados no Glycomics Center, na
Universidade de New Hampshire, Durham, New Hampshire, Estados Unidos,

durante um estagio de 2 meses (Junho a Agosto de 2010).

3.3.3.1 Deglicosilagio em condigoes desnaturantes

Os venenos de filhotes e adultos foram submetidos a deglicosilacdo em
condi¢des desnaturantes utilizando-se a enzima PNGase F (New England Biolabs
Inc), que reconhece e cliva a ligacao glicosidica presente entre residuos de glicanos e
o nitrogénio amidico da cadeia lateral de residuos de asparagina (glicanos N-
ligados). Resumidamente, 1 mg de proteinas (quantificadas pelo método de
Bradford) em 300 pL de bicarbonato de amoénio 40 mM foram desnaturadas pela
adicdo de 15 pL da solucdo desnaturante (SDS 5%, DIT 400 mM) e posterior
aquecimento a 90°C por 15 min. Decorrida esta etapa, as amostras foram resfriadas a
4°C, por 10 min. Em seguida, foram adicionados 15 pL do tampao de reacao (fosfato
de s6dio 500 mM, pH 7.5), 15 puL de NP-40 10% e, finalmente, 2 pL (1000 U) da
enzima PNGase F. A reacdo foi incubada por 18 h a 37°C.
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3.3.3.2 Redugio e permetilagio dos N-glicanos liberados enzimaticamente

Os N-glicanos liberados enzimaticamente pela PNGase F foram aplicados em
cartuchos de extracdo em fase s6lida C-18 (Solid Phase Extraction cartridges, Grace

Davidson Discovery Sciences) e eluidos com 5 mL de uma solucao de acetonitrila

5% /TFA 0,1%.
Preparacdo de colunas com carvio ativado

Colunas de carvao ativado (Porous Graphitized Carbograph -PGC) foram
preparadas para utilizacdo na dessalinizacdo dos N-glicanos obtidos por meio da
extracdo em fase solida.

Uma suspensdo de 20 mg/mL de carvao ativado em NaOH 1M foi preparada,
agitada vigorosamente e, em seguida, centrifugada brevemente para sedimentagao
do carvao ativado. Em seguida, a fase aquosa foi removida e foi adicionado 1 mL de
agua grau HPLC (Fisher Scientific). A mistura foi novamente agitada e centrifugada
para sedimentacdo do carvao ativado. Novamente, a fase aquosa foi removida e foi
adicionado 1 mL de 4gua grau HPLC. Apds a centrifugacdo e remogdo da fase
aquosa, uma nova lavagem do carvdo ativado foi realizada, desta vez utilizando
uma solucao de acetonitrila 80%/TFA 0,1%. O carvao ativado foi deixado nesta

solugdo por 18h (ou até o momento do uso), a temperatura ambiente.

Dessalinizagiao dos N-glicanos eluidos

Os N-glicanos, eluidos no passo de extragdo em fase sélida em cartuchos C-18,
foram secos em speed wvac, ressuspendidos em 1 mL de &gua grau HPLC e
dessalinizados utilizando colunas preenchidas com carvao ativado. Para a
dessalinizacao, colunas plasticas (55 cm x 0,7 cm - altura x didmetro,
respectivamente; uma coluna para cada amostra) foram preenchidas com 1 mL cada,
da solugao de carvao ativado em acetonitrila 80% /TFA 0,1%. Antes da aplicacdo das
amostras as colunas foram lavadas 4 vezes com 5 mL de dgua grau HPLC. Em
seguida as amostras de N-glicanos (1 mL) foram aplicadas nas colunas. O eluato foi

descartado e as colunas foram novamente lavadas com agua grau HPLC (4 x 5 mL).
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Finalmente, os N-glicanos foram eluidos com em 5 mL de uma solucdo de

acetonitrila 25% /TFA 0,1%.

Redugio dos N-glicanos liberados

A solugao de glicanos dessalinizada foi seca em speed vac e ressuspendida em
in 200 pL de NaBHs 1M em NaOH 10 mM (Ashline et al. 2005). As amostras foram
incubadas nesta solugdo por 18 h, a temperatura ambiente. Em seguida, a solugao foi
resfriada em banho de gelo e 2 mL de acido acético concentrado foram adicionados.
Para a remogao de ésteres de boro (formados durante o procedimento de redugao), 2
mL de etanol absoluto foram adicionados e a solucdo deixada para secar sob corrente
constante de nitrogénio. Em seguida foram adicionados 3 mL de uma solucdo de
acido acético 1% em metanol e a solucdo deixada novamente para secar sob corrente
de nitrogénio. Esta etapa foi repetida mais uma vez e apds completa remogao dos
ésteres de boro a solucdo de N-glicanos foi ressuspendida em 1 mL de agua grau
HPLC e dessalinizada utilizando colunas preenchidas com carvao ativado, conforme

descrito anteriormente.
Permetilagio dos N-glicanos liberados

Para permetilacdo das hidroxilas livres (ndo anoméricas) dos N-glicanos foi
utilizado o protocolo de micro-permetilacao descrito por Ciucanu e Kerek (1984).
Pastilhas de NaOH (750 mg) foram adicionadas a micro-colunas (spin columns,
Harvard Apparatus) e lavadas com 500 pL de acetonitrila para prevenir absor¢ao de
umidade. A acetonitrila foi removida das micro-colunas por centrifugacdo a 1000
rpm em micro-centrifuga (Eppendorf Mini Spin) e, em seguida, a coluna foi lavada 3
vezes com 300 pL de dimetilsulféxido (Sigma), seguido por centrifugacao a 1000 rpm
por 2 min. As amostras de N-glicanos reduzidos foram ressuspendidas em 90 pL de
DMSO, seguido pela adicdo de 0,9 pL de agua grau HPLC e 16,8 pL de iodometano
(Sigma). As amostras foram aplicadas nas colunas preenchidas com NaOH,
centrifugadas a 1000 rpm por 2 min e os eluatos foram re-aplicados nas colunas

repetidamente (por 10 vezes). Os tubos contendo os eluatos foram incubados em
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banho de gelo e 300 pL de d4gua grau HPLC (gelada) foram adicionados. Em seguida,
o mesmo volume de cloroférmio foi adicionado a mistura contendo os N-glicanos
permetilados. A fase organica foi lavada 10 vezes com agua grau HPLC (por meio de
sucessivos ciclos de centrifugacdo a 1000 rpm, 2 min) para remocdo de qualquer
impureza derivada do processo de permetilacdo (hidréoxido de soédio ou
iodometano). Finalmente, as amostras permetiladas foram secas em speed vac e
acondicionadas em freezer (-20°C) ou dissolvidas em metanol 80% para anédlise por
espectrometria de massas. A Figura 6 apresenta resumidamente o processo de

derivatizagdo de glicanos descrito neste sub-item.

CH,OH
(o)
OH OH
R—O
NHAc
Glicano
{hemiacetal)
NaBH,
CHOH —> CH,0H CH,OMe
OH OH CHal OMe
OH —0 B OH o <som OMe OMe
R—O R—0 R—O
NHAc NHAc lilAc
. Alditol Me
Glicano

(aldeido) . .
Alditol permetilado

Figura 6: Derivatizagdo de glicanos para analise por espectrometria de massas. A forma de anel fechado
(hermiacetal) dos agticares (neste exemplo, a N-acetil glicosamina) existe em equilibrio com a forma aberta
(aldeido). A forma de aldeido pode ser reduzida para produzir um alditol. O processo de permetilagdo
converte todos os grupos OH dos aldit6is em O-metil (O-Me, no exemplo acima) e todos os grupos NH em
N-metil. R=residuo de glicano.

3.3.3.3 Analise por espectrometria de massas seqiiencial (MS")

A andlise dos N-glicanos por espectrometria de massas foi realizada em um
Ion Trap (LTQ XL) (Thermo Scientific) equipado com uma fonte de ionizagdo por
injecdo direta baseada em chip (Triversa Nanomate, Advion). Um volume de 5 a 10
uL da solucdo de N-glicanos em metanol 80% foi aplicado por injecdo direta no
espectrometro. Os espectros foram visualizados com o programa Xcalibur 2.0

(Thermo Scientific). Para os eventos de full scan (MS!), a analise foi efetuada usando
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25 a 50 varreduras (scan events) sendo 3 micro-varreduras (microscans) para cada
varredura. Para otimizar os sinais nos espectros de MS», o nimero de varreduras,
bem como o de micro-varreduras foram aumentados de acordo com a intensidade
do ion a ser analisado. Esses valores variaram de 25 a 200 para as varreduras e 5 a 10
para as micro-varreduras. Os parametros de energia de colisdo foram deixados no
modo default (energia de colisdo ajustada para 35% ou para um valor que resultasse
no menor sinal detectdvel do ion precursor). O valor de ativacdo (Activation Q) foi
ajustado para 0,25, o tempo de ativagdo para 30 milisseg e o isolamento dos ions

precursores foi realizado numa janela de m/z de 1 Da.

Para determinacdo das composicdes provaveis de N-glicanos nas amostras
analisadas por espectrometria de massas utilizamos o programa GlycoMod

(disponivel em http://ca.expasy.org/tools/glycomod/) (Cooper et al. 2001). Os

parametros de busca utilizados foram: residuos de glicanos na forma de adutos de

s6dio, massas monoisotdpicas, derivatizacdo por permetilagdo e toleranica de massa

de 2 Da.

3.4 Analise peptidomica

O perfil peptidomico dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca foi
analisado por espectrometria de massas, utilizando um espectrometro do tipo
MALDI-ToF (Ettan MALDI-TOF/Pro Mass Spectrometer, GE Healthcare).
Inicialmente, uma solu¢do de veneno (0,2 mg/mlL) foi preparada em acido
trifluoroacético 0,1% (TFA 0,1%) na auséncia ou presenca de inibidores de
metaloproteinases ou serinoproteinases (EDTA 10 mM ou PMSF 2 mM,
respectivamente). Quando da utilizacdo dos inibidores, as amostras foram incubadas
previamente por 30 minutos a temperatura ambiente em solucdo de TFA 0,1%
contendo EDTA ou PMSF. Cinco microlitros desta solucdo foram submetidos a um
processo de cromatografia em micro-escala utilizando ponteiras preenchidas com

resina C-18 (sistema ZipTip™, Millipore®), seguindo as especificagdes fornecidas
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pelo fabricante. Os peptideos/proteinas foram eluidos em wuma solucdo de
acetonitrila/TFA 0,1% (50/50, v/v). Em seguida, 0,35 pL da mistura de peptideos
eluidos foram pipetados no slide do espectrometro, em duplicata, e apds
volatilizacdo do solvente, foram adicionados 0,35 pL da matriz (dcido a—ciano 4-
hidroxicindmico, solugdo saturada de 10 mg/mL em acetonitrila 50% /TFA 0,1%).
Como calibrantes externos utilizamos PR ([M+H]*1,533.8582) e angiotensina II
([M+H]* 1,046.5423) (Sigma). O espectrometro foi operado no modo reflectron, com
resolucao de 10000 e a aquisicdo dos espectros foi feita pelo programa Ettan Maldi

Software - Evaluation Mode versao 2.01.03 (GE Healthcare).

Alternativamente, os venenos de filhotes ou adultos (10 mg/mL em TFA 0,1%)
foram submetidos a um processo cromatogréfico utilizando-se cartuchos C-18 de
extracdo em fase solida (Sep-Pack light, Waters), conforme o protocolo descrito por
Menin et al. (2008). Os peptideos/proteinas foram eluidos em uma solucdo de
acetonitrila/TFA 0,1% (30/70, v/v), secos em sistema de concentracdo a vacuo (speed
vac) e, em seguida, ressuspendidos em 200 pL de acido férmico 0,5%. Uma aliquota
de 2,5uL do eluato concentrado foi submetida ao processo de LC-MS/MS
utilizando-se o espectrometro LTQ XL, conforme os parametros descritos no sub-
item 3.2.3.2. Para as corridas de LC-MS/MS o fluxo foi ajustado para 400 nL/min e
um gradiente de 105 min foi utilizado. Os solventes utilizados foram: A (4cido
férmico 0,1%) e B (4cido férmico 0,1% em acetonitrila); o gradiente era composto
por: 15%-50% do solvente B em 50 min, mantendo-se em 50% de B por 20 min; 50%-

65% de B em 22,5 min e, finalmente, para 100% de A em 12,5 min.

3.5 Analise bioinformatica - Protedmica

3.5.1 Processamento dos espectros

Os dados brutos (Raw files) referentes as andlises de MS/MS utilizando o

espectrometro LTQ XL foram processados utilizando o software Bioworks™ versao
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3.3.1 (Thermo Scientific). Os parametros utilizados foram: de-isotopizagao dos picos,
auto-deteccdo do estado de carga dos ions e CID como modo de ativagdo
selecionado. Para cada amostra, os arquivos resultantes dos espectros adquiridos
(com extensdo *DTA) foram concatenados usando um script do Perl (merge.pl),

(disponivel no site www.matrixscience.com/help/instruments xcalibur.html) e

convertidos para a extensao MGF (Mascot Generic Format). Alternativamente,
utilizamos também a plataforma Trans-Proteomic Pipeline (Keller et al. 2005) para
converter os arquivos brutos no formato MGF. Neste caso, utilizamos os parametros-

padrao (default) do programa.

Para os espectros obtidos com o espectrometro Q-ToF Ultima, foi utilizado o
programa ProteinLynx™ versdo 2.3 (Waters). Neste caso, os arquivos resultantes
(extensdao *PKL) foram gerados utilizando os seguintes pardmetros: deisotopizacdo e
centréide dos picos; a acuracia na determinacdo das massas foi baseada na utilizagao
do ion de massa 784,823 como lock mass (proveniente do canal de MS do &cido
fosforico, utilizado como calibrante) , com duas varreduras (scans) e uma tolerancia

de massa de 0,1 Da.

3.5.2 Busca em bancos de dados e identificacao de peptideos/proteinas

Os arquivos resultantes (extensdao *MGF, para os dados obtidos com o LTQ
XL e extensao *PKL pra os dados do Q-ToF Ultima) foram utilizados para buscas em
banco de dados utilizando o programa Mascot (Matrix Science), acessado através de
um servidor instalado no Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada (Mascot

Server versdo 2.2).

Utilizamos o banco nao-redundante de proteinas do National Center for

Biotechnology Information (n¥NCBI Databank - www.ncbi.nlm.nih.gov) e restringimos o

N

universo de busca a taxonomia Serpentes, que contava com 9500 seqiiéncias
depositadas na data 1° de Setembro de 2009. Como parametros de busca utilizamos

uma clivagem perdida pela tripsina; residuos de cisteina carbamidometilados
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(escolhidos como uma modificacdo fixa) e residuos de metionina oxidados
(escolhidos como uma modificagdo variavel). Para o experimento de protedmica
quantitativa, selecionamos também como modificacdo fixa a derivatizacdao de lisinas
e da porcdo N-terminal dos peptideos tripsinicos com o reagente iTRAQ™. Os
espectros de MS/MS em que se verificou uma intensidade relativa dos ions
repOrteres (tags) menor que 5% ndo foram considerados para quantificagao relativa.
No caso do experimento de peptidoma, ndo selecionamos especificidade enzimatica.
Neste caso particular, selecionamos como modificacdes varidveis a presenca de
residuos de acido glutamico ou glutamina ciclicos (na forma de acido piroglutamico)
na extremidade N-terminal, caracteristica presente nos peptideos potenciadores de

bradicinina de venenos de serpentes.

Utilizando o algoritmo Mascot, foram considerados os peptideos cujos ions
individuais excederam os valores de homology score associados e cujos scores para os
ions de carga +1,+2, +3 e +4 apresentaram valores maiores ou iguais a 10, 20, 40 e 40,
respectivamente. Os resultados das buscas com o algoritmo Mascot foram
submetidos ainda a uma segunda analise, utilizando o programa Scaffold™ 3 versao
3_00_01 (Proteome Software Inc.) (Searle, 2010). A tolerancia de massa para ions
precursores foi ajustada para + 1,5 Da e + 0,8 para os ions-filho (para os dados
obtidos com o LTQ XL) e + 0,1 tanto para os ions precursores quanto para os ions-

filho (para os dados obtidos com o Q-ToF Ultima).

Para estimativa da taxa de falsos positivos (TFP) nos experimentos de digestao
tripsinica em solucdo (listados nos itens 3.2.3.3 e 3.3.2) um banco de dados Decoy foi
gerado. Este banco foi elaborado por meio da ordenagdo reversa e randdmica das

seqiiéncias presentes no nosso banco de dados original (Serpentes).
Assim, a TFP foi calculada seguindo a expressao:
TFP = FP/FP+PV
em que FP=n° de falsos positivos e PV = n° de positivos verdadeiros.

Utilizando os parametros de busca descritos acima, as TFPs calculadas para os

experimentos listados nos itens 3.2.3.3 e 3.3.2 foram < 1%. Para o experimento de
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peptidoma (LC-MS/MS), uma inspecdo visual dos espectros foi realizada apds a

busca em banco de dados.

3.6 Analise transcriptomica

3.6.1 Extracao, purificacao e analise do RNA

RNA total

Utilizamos, ao todo, 6 pares de glandulas de adultos (sendo 3 de machos e 3
de fémeas) e 20 pares de glandulas de filhotes (sendo 10 de machos e 10 de fémeas).
Para a extracdo do RNA total foi utilizado o reagente TRIZOL® (Invitrogen), um
método baseado na modificacdo do procedimento descrito por Chomczynski e Sachi
(1987). Inicialmente, as glandulas (ainda congeladas em nitrogénio liquido) foram
pesadas e colocadas em tubos plasticos estéreis e livres de RNAases (RNAase-free)
para homogenizacao. Utilizamos 1 mL do reagente TRIZOL® para cada 100 mg de
tecido. As glandulas foram homogeneizadas num homogeneizador automatico
(Polytron PT 3100, Kinematica AG). Em seguida, a amostra foi incubada por 5 min a
temperatura ambiente para dissociagdo dos complexos nucleoprotéicos e 0,2 mL de
cloroférmio foram adicionados para cada 1 mL de TRIZOL® utilizado. O contetdo
foi entdo transferido para microtubos de 2 mL, agitado vigorosamente com as maos
por 15 seg e incubado a temperatura ambiente por 3 min. Ap6s esta etapa, a amostra
foi centrifugada por 15 min a 12 000 x g, a 4°C. Como resultado, formou-se uma fase
inferior (fenol-cloroférmio), uma interface e uma fase superior (aquosa)
transparente, de cerca de 60% do volume, onde o RNA estava presente. A fase
superior foi recolhida e 0,5 mL de isopropanol foi adicionado para cada 1 mL de
TRIZOL® usados no inicio do procedimento. A mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 10 min e, em seguida, centrifugada novamente por 10 min a 12 000 x g,
a 4°C. Um precipitado (RNA) foi formado no fundo dos tubos. O sobrenadante foi

removido e o precipitado foi lavado com etanol 75% (1 mL de etanol 75% para cada
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1 mL de TRIZOL® usado na homogeneizagao). A amostra foi misturada por agitagdo
e centrifugada por 5 min a 7500 x g, a 4 °C. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente e o precipitado (RNA) foi seco em fluxo laminar a temperatura

ambiente.

O RNA total extraido das glandulas de adultos ou de filhotes foi
ressuspendido em 200 pL ou 100 pL de 4agua tratada com di-etil-pirocarbonato

(DEPC), respectivamente.
RNA mensageiro (mRNA)

Os RNAs mensageiros (mRNA) foram purificados a partir do RNA total, em
colunas de oligo d(T)-celulose, conforme descrito por Sambroock et al. (1989) e
Ausbell et al. (1994). Para tanto, foi utilizado o sistema comercial Illustra mRNA
purification kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Ao
final do procedimento, o mRNA eluido em tampao TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1
mM pH 7,4) foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto gelado e 10 pL de
uma solugdo de glicogénio (10 mg/mL), seguido por centrifugacdo por 20 min a 16
000 x g, a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e 0o mRNA foi seco em
fluxo laminar a temperatura ambiente. O mRNA foi ressuspendido em 10 pL de

agua tratada com DEPC e estocado a -80°C até o momento do uso.

Anudlise do RNA

A integridade do RNA total extraido foi avaliada pela discriminacdo das
bandas correspondentes as fragdes 18S e 285 do RNA ribossdmico em eletroforese
em gel de agarose 1,2% desnaturante contendo formaldeido (1,85% concentracado
final) e brometo de etideo (0,1 pg/mL), seguindo o protocolo descrito por
Sambroock et al. (1989). Para tanto, foram adicionados aproximadamente 10 pg de
RNA total extraidos de cada amostra. Durante a eletroforese a voltagem foi fixada
em 80V e a corrida ocorreu a temperatura ambiente por aproximadamente 2 h,
utilizando-se como tampao de corrida o MOPS pH 8,0 (MOPS 20 mM, acetato de
sodio 2 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) (Sambroock et al. 1989).
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Tanto o RNA total quanto os mRNAs purificados (uma aliquota de 1 pL)
foram quantificados wutilizando um espectrofotometro para micro-volumes

(NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

3.6.2 Construcao das bibliotecas de cDNA

Para a construcdo das bibliotecas de ¢cDNA utilizamos o sistema comercial
SuperScript™ Plasmid System with Gateway® Technology for cDNA Synthesis and
Cloning (Invitrogen) com algumas modificacdes que serdo descritas a seguir. E
pertinente ressaltar que, em decorréncia do tamanho das glandulas dos animais, a
concentracdo de mRNA purificado variou entre as amostras analisadas (filhotes e
adultos). Optamos por construir duas bibliotecas de cDNA de adultos: uma de
machos adultos (utilizando 4,4 pg de mRNA) e uma de fémeas adultas (utilizando 5
ug de mRNA). No caso da biblioteca de filhotes nao foi possivel efetuar a mesma
separacdo (baseada no sexo), de forma que iniciamos a construcdo desta biblioteca

utilizando 4 pg de mRNA.

Sintese da primeira fita

Os volumes correspondentes aos mRNAs das amostras de filhotes, adultos
machos e adultos fémeas foram transferidos para microtubos plasticos de 1,5 mL e o
volume final foi completado para 9 pL. com dgua tratada com DEPC. Em seguida, 4
uL do Not I primer adapter foram adicionados e a mistura aquecida a 70°C por 10 min

e resfriada no gelo.
Os seguintes componentes foram adicionados:

4 uL do 5X First Strand Buffer
2ulL de0,1 Mde DIT
1 uL de 10 mM de DNTP Mix

A mistura foi agitada e em seguida incubada a temperatura ambiente por 2

min. Em seguida, adicionou-se 4 pL (4U) da enzima SuperScript II RT (5 pL para a
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amostra de adultos), em um volume final de 20 pL. A transcrigdo reversa ocorreu
pela incubagao das amostras por 30 min a 37°C, seguida por mais 30 min a 42°C e,
finalmente, 30 min a 45°C. A reacdo foi interrompida pela incubagao dos tubos em

banho de gelo.

Sintese da sequnda fita

Aos tubos contendo os 20 pL de reacdo da sintese da primeira fita

acrescentamos os seguintes reagentes (nesta ordem):

91 uL de agua tratada com DEPC

30 uL de 5X Second Strand Buffer

3 uL de 10mM de DNTP Mix

1 puL de E.coli DNA ligase (10u/pL)

4 pL de E.coli DNA polimerase I (10u/puL)
1 pL de E.coli RNAse H (2u/pL)

A mistura foi agitada gentilmente e incubada por 2 h a 16°C. Decorrido este
periodo, 2 pLL (10 U) de T4 DNA polymerase 1 foi adicionada e a solugdo novamente
incubada a 16°C por 5 min. A reagao foi interrompida pela incubagao da mistura em

banho de gelo e 10 pL. de EDTA 0,5 M foram adicionados.

Primeira selegio de tamanhos em gel de agarose

Foi preparado um gel de agarose 1% com brometo de etideo (0,2 pg/mL),
com pogos para até 200 pL de amostra. Ao cDNA sintetizdo, foram acrescentados 10
uL de tampao de amostra Ficoll Dye. A eletroforese ocorreu utilizando voltagem fixa
de 80V e foi interrompida apdés as amostras terem percorrido cerca de 1 cm. Em
seguida, no transiluminador, utilizando baixa intensidade de luz ultravioleta,
cortou-se duas faixas do gel com a amostra. A menor, de 450 a 800 pb e a maior,
acima de 800 pb. O ¢cDNA foi purificado do gel utilizando o sistema comercial

GFX™ PCR and DNA Gel band Purification Kit (GE Healthcare), seguindo as
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especificacdes fornecidas pelo fabricante. A eluicdo do cDNA foi feita em um

volume de 50 pL de dgua tratada com DEPC.

Ligagao dos adaptadores Eco RI

Os cDNAs de alta e baixa massa molecular foram secos em sistema de
concentragdo a vacuo (speed vac), para reducdo dos volumes de 50 para 25 pL. A

cada um deles foi adicionado:

10 pL de 5X T4 DNA ligase buffer
10 pL de adaptadores Sal I' (1 pg/pL)
5 uL de T4 DNA ligase (1u/ pL)

A mistura foi agitada gentilmente e incubada por 16 h a 16°C. Ao final deste
periodo, os cDNAs foram precipitados pela adicao de 50 pL de uma solucdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). A mistura foi agitada vigorosamente e
centrifugada por 5 min a 14 000 x g, a temperatura ambiente para que fosse separada
em duas fases. A fase superior (aquosa) de aproximadamente 45 pL foi transferida
para um microtubo de 1,5 mL e precipitada pela adigdo de 5uL de acetato de s6dio
3M, seguido por mais 100 pL de etanol absoluto gelado. Novamente, a mistura foi
agitada vigorosamente e incubada por uma hora a -80°C. Em seguida, a solucdo foi
centrifugada por 20 min a 14 000 x g, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e desprezado. Acrescentou-se 500 pL de etanol 70%
gelado, sem ressuspender o precipitado, e a solugdo foi centrifugada novamente a 14
000 x g, por 5 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo removido e o
precipitado seco a 37°C por 10 min, ao fim dos quais foram adicionados 41 pL de

agua tratada com DEPC.
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Digestio com Not I

Aos cDNAs diluidos em 41 pL foram adicionados 5 pL de REact buffer e 4 pL
(45U) da enzima de restricao Not I. A solucdo foi gentilmente agitada e incubada por

2 h,a37°C.

Sequnda selegio de tamanhos em gel de agarose

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (como descrito
anteriormente) e, no transiluminador, usando baixa intensidade de luz ultravioleta,
cortou-se uma faixa do gel, que abrigava cDNA de tamanho acima de 400 pb, para
eliminar o excesso de adaptadores. Tal como descrito anteriormente, o cDNA foi
purificado do gel utilizando o sistema comercial GFX™ PCR and DNA Gel band
Purification Kit (GE Healthcare), seguindo as especificagdes fornecidas pelo

fabricante. A eluicdo do cDNA foi feita em um volume de 50 uL de &gua tratada

com DEPC.

Ligagio dos cDNAs com o vetor pSPORT1

Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados 4 pL de 5X T4 Ligase buffer, 1
uL (50 ng) do vetor pSPORT1 (digerido com Sal I e Not I), 14 pL do cDNA purificado
do gel e o volume foi ajustado para 19 pL com agua tratada com DEPC (o mapa do
vetor pSPORT1 esta mostrado na Figura 7 ). Em seguida, foi adicionado 1 pL de T4
DNA ligase e a solu¢do misturada por aspiracdo com pipeta. A mistura foi incubada

por 16 h a 16°C.

Ap6s a incubagdo, foram adicionados 5 pL. de tRNA de levedura (1 pg/pL),
12,5 pL de acetato de amonia 7,5 M e, em seguida, 70 pL de etanol absoluto gelado.
A solugao foi misturada gentilmente e incubada a temperatura ambiente por uma
hora a -80°C. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 20 min a 14 000 x g, a

temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo removido e 500 uL de etanol 70%
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gelado foram acrescentados e a solucado resultante centrifugada por 5 min a 14000 x

g, a temperatura ambiente. O sobrenadante resultante foi cuidadosamente removido

e o precipitado seco por incubagao a 37°C por 10 min.

O precipitado foi ressuspendido em 5 pL de dgua tratada com DEPC e

estocado a -80°C até o momento do uso.

BsmF | 4107 4
NgoA IV 3978
Dralll 3872

T7 promoter
f1 intergenic region lac OPZ’
Xmn| 3329

Tat] 3213
Scal 3212
pSPORT 1

4,110 bp
3000
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Eami105 1 2729 lacl promoter

AlwN | 2252

Figura 7: Mapa do vetor pSPORT1. Fonte: Invitrogen.
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O vetor contendo os insertos foi introduzido em bactérias E. coli

DHb5a eletrocompetentes. Para tanto, as células (50 pL) foram previamente

descongeladas em gelo por aproximadamente 15 min. Em seguida, as células foram

colocadas em uma cubeta de eletroporacao, 1 pL de cada reacdo de ligagao foi

adicionado e a mistura eletroporada, utilizando voltagem de 2,5 kV por

aproximadamente 4,5 milisseg. Apoés a eletroporacdo, 350 pL de meio SOC
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(Sambroock et al. 1989), previamente aquecido a 37 °C, foram adicionados e a

mistura incubada por uma hora a 37 °C, sob agitagdo constante de 190 rpm.

A suspensdo foi distribuida em placas de 140 mm de diametro contendo meio

2YT-4gar, contendo ampicilina (100 pg/mL) e deixadas por uma noite a 37°C.

3.6.3 Geracao das ESTs

Preparacio de DNA plasmidial e Estoque de clones

As colonias das placas contendo as bibliotecas eletroporadas foram coletadas
e inoculadas individualmente em pogos de placas de 96 pogos contendo 1 mL de
meio TB (Terrific Broth) previamente autoclavado e contendo ampicilina (100
ug/mL). As placas foram incubadas por 22 h a 37°C, sob agitacdao constante de 220
rpm. Paralelamente as mesmas colonias foram também inoculadas em placas-
estoque (também de 96 pogos) contendo 150 pL. de meio TB com ampicilina (100
ug/mL), mantendo-se a mesma ordem da placa inicial (por exemplo: o poco Al da
placa de 1 mL corresponde ao poco Al da placa estoque). No dia seguinte,
adicionou-se 150 pL de glicerol 50% estéril aos pogos da placa-estoque e estas foram

congeladas a-80°C.

A preparacdo de DNA plasmidial a partir das coldnias que cresceram nas
placas de 1 mL foi realizada utilizando-se placas de filtro (Multiscreen MAGVN2250,
Millipore) que retém os detritos celulares gerados durante o processo de extracao
ap6s a lise alcalina e digestdo com RN Aases, conforme o protocolo descrito a seguir.

Para este procedimento, as seguintes solucdes foram preparadas:

e GTE (glicose 0,92%, Tris-HCl 26 mM, EDTA 100 mM pH 7,4) - A solucao foi
esterelizada por autoclavagem e armazenada a 8°C (o pH foi ajustado com
gotas de HCl concentrado).

e Acetato de potassio 3M pH 5.5 (o pH foi ajustado com acido acético glacial).
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e Glicerol 50% estéril (a solucado foi submetida a filtracdo em membrana de 0,22

pum no fluxo laminar).

A suspensdo de bactérias foi centrifugada por 10 min a 1500 x g, 4°C e o
sobrenadante descartado. A cada poco das placas foram adicionados 240 uL de GTE,
e a mistura agitada vigorosamente até completa dissolucdo do precipitado. Em
seguida, a solugdo foi novamente centrifugada a 1500 x ¢ por 6 min e o sobrenadante
descartado. Foram adicionados 84 pL de GTE e 5 pL de RNAase A (10 mg/mL) por
poco das placas. Em seguida, a mistura foi novamente agitada vigorosamente até
completa dissolugao do precipitado. A solucdo foi entdo transferida para placa com
fundo em “U” e 60 uL de NaOH 0,2N/SDS1% foram adicionados por pogo. As
placas foram agitadas lentamente por inversdo e incubadas por 10 min a
temperatura ambiente. Em seguida, a reacdo foi neutralizada pela adigao de 60 uL de
acetato de potassio 3M por poco. As placas foram novamente agitadas lentamente
por inversdo e incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Apés este periodo as

placas foram centrifugadas por 15 min a 1500 x g e incubadas por 15 min no gelo.

Decorrida a incubacdo em gelo, as placas foram incubadas a 90°C por 30 min,
seguidos por mais 10 min de incubacdo em gelo. As placas foram entdo

centrifugadas a 1500 x g por 15 min a 4 °C.

O sobrenadante (aproximadamente 110 pL) foi transferido para o filtro acoplado
a placas de fundo em “V” e centrifugado por 5 min a 1500 x g, a 4 °C. Foram
adicionados 110 pL de isopropanol 75% gelado a cada poco das placas. As placas
foram agitadas lentamente e, em seguida, centrifugadas por 45 min a 1500 x g, a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200 pL de etanol 70% (gelado)
por poco. A solucdo foi centrifugada por 10 min a 1500 x g, a 4 °C e o sobrenadante

descartado.

Finalmente, o DNA precipitado foi incubado a 37°C por 20 min, foram
adicionados 40 pL de agua MilliQ® autoclavada e a solugao foi incubada por 16 h a

temperatura ambiente.
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Seqtienciamento do DNA

O seqiienciamento foi realizado pelo método de terminacdo de cadeia por
dideoxinucleotideos (ddNTPs) (Sanger et al. 1977), marcados com diferentes
fluordforos. A reagao de seqilienciamento, para cada amostra, foi realizada seguindo

o esquema descrito a seguir.

2 uL de DNA

3,5 uL de agua MilliQ® autoclavada

3 uL do tampao Save Money* (Tris-HCl 200 mM e 5 mM de MgCl> pH 9,0)
0,5 uL do primer M13 Reverse (3,2 pmol/pL)

1 pL do reagente Big Dye*

*Reagentes do Kit Big Dye (Applied Biosystems).
O programa de termociclagem utilizado est4 representado na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros de termociclagem utilizados na reagdo de PCR que precede o segiienciamento.

Etapa Temperatura Tempo Duracao (ciclos)
(°O) (segundos)
1 96 10
2 52 20 40
3 60 240
4 4 Indeterminado

Apo6s a reacdo, foi realizada uma precipitagdo alcodlica do produto da

termociclagem, seguindo o protocolo a descrito a seguir.

A cada amostra (produto da termociclagem) foram adicionados 100 pL de
isopropanol 75% gelado, agitando-se gentilmente em seguida. A solucdo foi
incubada a -20°C por 10 min e, em seguida, centrifugada a 1500 x g por 50 min a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e 150 puL de etanol 70% gelado foram adicionados,
seguidos por centrifugacao das amostras a 1500 x ¢ por 10 min a 4°C. Em seguida o
precipitado foi incubado a 37°C por 30 min e as amostras foram submetidas ao
sequenciamento utilizando um seqiienciador automatico ABI 3100 (Applied

Biosystems).
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3.7. Anélise bioinformatica -~Transcriptdmica

3.7.1 Analise bioinformatica das ESTs

Os arquivos contendo as seqiiéncias geradas foram carregados em um pipeline
de andlise de dados instalado em um ternimal LINUX para tratamento das
seqiiéncias e montagem dos clusters. Primeiramente, as seqtiéncias dos clones foram
“tratadas” eletronicamente para a eliminacdo de regides do vetor de clonagem e das
regides de baixa qualidade. Para isso, utilizou-se o programa Phred (Ewing et al.
1998), onde se aceitou trechos de seqiiéncia (janela de 75 bases) com 75% de bases
com qualidade (valor de Phred) igual ou acima de 25. As seqiiéncias
correspondentes aos adaptadores utilizados na construcdo das bibliotecas e aos
vetores de clonagem foram removidas utilizando o programa CrossMatch. Ap0s estes
tratamentos, as seqiiéncias menores que 150 pares de bases foram excluidas das
analises. Finalmente, as ESTs foram agrupadas em clusters (conjuntos de seqtiéncias
contiguas), utilizando-se o programa CAP3 (Huang e Madan, 1999). Para o
agrupamento das ESTs em clusters de seqtiéncias contiguas foi utilizado um valor de
98% de identidade entre as ESTs. As seqtiéncias tinicas (que ndo foram agrupadas

em nenhum cluster) foram tratadas como singletes.

As seqiiéncias dos clusters foram entdo submetidas a comparacdo automatica
com o banco de dados ndo redundante (nr- Non redundant) disponivel no National
Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando o software Blast2Go (Conesa et al. 2005) com os algoritmos BlastX
(nucleotideos x aminoacidos) e BlastN (nucleotideos x nucleotideos). (Altschul et al.
1997). Para a identificacdo putativa foi adotado um valor minimo de confiabilidade
(e-value) de 10-5 sobre pelo menos 50 posi¢des. Ap6s inspecao individual e avaliacao
caso a caso dos produtos encontrados, foi preparada uma tabela em planilha
Microsoft® Excel, contendo informagdes relevantes para interpretacdo do banco de
clusters. Clusters que ndo apresentaram resultados ap6s andlise por BlastX e BlastN
no banco “nr” do NCBI foram submetidos a busca utilizando-se o banco de ESTs do

NCBI (dbEST - www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest).
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N

Com relagdo a composicdo geral dos clusters/singletes analisados foram
estabelecidas 3 categorias: Toxinas, Nao-toxinas (transcritos celulares) e No hit
(clusters/singletes que nao apresentaram similaridade com nenhuma seqtiéncia

depositada nos bancos de dados analisados).

3.8 Caracterizacao funcional dos venenos

3.8.1 Atividades bioldgicas

3.8.1.1 Dose letal 50% (DLso)

Camundongos machos da linhagem Swiss (n=4), pesando entre 18 e 22 g,
receberam, pela da via intra-peritonial, 0,5 mL da solugdo de veneno em diferentes
concentragdes, em NaCl 0,15 M. A DLs foi avaliada também em aves (Gallus
domesticus - pintinhos machos de 1 dia, linhagem Bovans White pesando entre 40 e
45¢g) provenientes da Granja Kunitomo, Mogi das Cruzes, Sdo Paulo. Os animais
(n=4) receberam injecdo de diferentes concentracdes das amostras de veneno (em
solugdo de NaCl 0,15 M) pela via intra-muscular, em um volume de 0,1 mL no
musculo peitoral esquerdo, conforme descrito por Zelanis et al. (2008). O ntimero de
animais mortos nas doses analisadas foi avaliado em um periodo de 48 h
(camundongos) (Silles Villarroel, 1978/79) e 24 h (aves) (Zelanis et al. 2008). A DLso

foi calculada segundo o método de Probito (Finney, 1971).

3.8.1.2Atividade hemorrigica — Dose Minima Hemorrdigica (DMH)

A atividade hemorragica foi avaliada segundo o método de Kondo et al. (1960)
modificado por Gutiérrez et al,. (1985). Grupos de 4 camundongos machos da
linhagem Swiss, pesando entre 18 a 22 g foram inoculados na regidao abdominal, pela
via intra-dérmica, com diferentes doses de veneno em um volume de 100 uL.

Ap6s 2 h, os camundongos foram mortos por inalagao de gas carbonico, a pele
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foi removida, colocada sobre um transiluminador, e a &rea hemorrégica foi avaliada
através da sobreposicdo com folhas de papel milimetrado. A Dose Minima
Hemorragica (D.M.H.) é definida como a concentracdo de veneno que produz uma

area hemorragica de 78,5 mm?.

3.8.2 Atividades enzimaticas

3.8.2.1 Atividade coagulante sobre o plasma— Dose Minima Coagulante (DMC)

A Dose Minima Coagulante (D.M.C.) é definida como a menor quantidade de
veneno capaz de coagular uma solugdo padronizada de fibrinogénio ou plasma
citratado em 60 seg a 37°C (Theakston e Reid, 1983). Para este ensaio foi utilizada
uma solu¢do de plasma humano citratado (citrato de sédio 3,8%). O ensaio foi
realizado em duplicata. A 200 pL de plasma foram adicionados 100 pL de veneno
em diferentes concentracdes (obtidas através de diluigdes seriadas). As solugdes de
plasma e fibrinogénio foram mantidas em banho de gelo durante o uso, e a 37°C,
quando nas cubetas do fibrometro (BBL Fibrosystem, Becton Dickinson).
Alternativamente, as amostras de veneno foram incubadas a temperatura ambiente
por uma hora, na presenga ou auséncia de inibidores (EDTA 10 mM e PMSF 2 mM,
concentracdes finais no ensaio), para se correlacionar a atividade coagulante como
decorréncia da atividade de metaloproteinases ou serinoproteinases,

respectivamente.

3.8.2.2 Ativagdo da protrombina (Fator 1I)

A agdo ativadora de protrombina foi testada pelo ensaio de formacdo de
trombina a partir de protrombina (HYPHEN Biomed) usando o substrato
cromogénico S-2238 (Chromogenix). Para isto, as amostras de veneno (0,2 pg) foram

pré-incubadas a 37° C com protrombina (500 nM, concentragdo final no ensaio),
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juntamente com o tampao Tris-HCl 20 mM contendo CaCl> 10 mM e NaCl 200 mM,
pH 8,3 em um volume final de 100 pL. Apés 10 min de incubagdo, o substrato S-2238
(H-D-Phe-Pip-Arg-pNA-2HCI), foi adicionado (400 uM, concentracdo final no
ensaio) e sua hidrélise monitorada a 405 nm por 30 min a 37°C, utilizando um leitor
de microplacas (Victor3™ 1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer). A agdo amidolitica
direta das amostras sobre o S-2238 foi monitorada nas mesmas condic¢des, porém na

auséncia da protrombina.

3.8.2.3 Ativacio do Fator X

A acdo ativadora dos venenos sobre o fator X (HYPHEN Biomed) foi testada
usando o substrato cromogénico S-2765 (Chromogenix) especifico para fator Xa.
Inicialmente, as amostras de veneno (0,1 ng) foram pré-incubadas, durante 10 min a
37° C, com Fator X (90 nM, concentragao final no ensaio) e tampao Tris-HCl 20mM,
contendo NaCl 200mM e CaCl> 10mM, pH 8,3 em um volume final de 100 pL. A
hidrélise do S-2765 (N-o-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA-2HCI), (400 uM, concentracao final
no ensaio) pelo fator Xa resultante da acdo do veneno sobre o fator X, foi monitorada
a 405 nm durante 30 min a 37 °C, utilizando um leitor de microplacas (Victor3™
1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer). A atividade amidolitica direta das amostras

sobre o S5-2765 foi monitorada nas mesmas condigdes, porém na auséncia do fator X.

3.8.2.4 Atividade proteolitica sobre a caseina

A atividade proteolitica sobre a caseina foi determinada conforme descrito
por Menezes et al. (2006). A 490 pL de uma solugao-tampao (Tris-HCl 100 mM,
contendo CaCl> 10mM, pH 8,8) foram adicionados 10 uL da solugdo de veneno (1
mg/mL em Tris-HCI 100 mM, com CaCl, 10mM, pH 8,8) e 500 pL de uma solugao de
N,N-caseina dimetilada 2% (Sigma) solubilizada no mesmo tampao. A mistura foi

incubada por 30 min a 37°C. A reagao foi interrompida pela adigdo de 1 mL de acido
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tri-cloroacético (TCA) 5%. Em seguida a amostra foi incubada em banho de gelo por
10 min, centrifugada a 14 000 x g por 15 min a 4°C e a absorbadncia dos sobrenadantes
foi mensurada em espectrofotometro utilizando-se o comprimento de onda de 280
nm. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de veneno
responsavel pelo aumento de uma unidade de absorbancia por minuto a 280 nm. A

atividade especifica foi expressa como unidades por miligrama de proteina (U/mg).

3.8.2.5 Atividade proteolitica sobre o fibrinogénio

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foi determinada conforme
descrito por Oliveira et al. (2009). Uma solucdo de 50 pL fibrinogénio humano (10
mg/mL) em solucdo-tampao Tris-HCI 100 mM, contendo CaCl> 10mM, pH 8,8 foi
incubada por 30 min a temperatura ambiente com 50 pL da solugdo de veneno (0,2
nug/mL, em Tris-HCl 100 mM, com CaClz 10mM, pH 8,8) e a mistura foi incubada
por 30 min a 37°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 5 pL de acido
tricloroacético (TCA) 50%. Em seguida a mistura foi centrifugada a 10 000 x g por 15
min a 4°C e a absorbancia dos sobrenadantes foi mensurada em espectrofotometro
utilizando-se o comprimento de onda de 280 nm. Uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de veneno responsavel pelo aumento de uma unidade
de absorbancia por minuto a 280 nm. A atividade especifica foi expressa como

unidades por miligrama de proteina (U/mg).

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo e analisados
utilizando o teste t-student com auxilio do programa GraphPad InStat versao 3.01
(GraphPad software). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. Resultados

Embora uma anélise da variabilidade sexual do veneno de B. jararaca nao
figurasse entre os objetivos deste projeto, realizamos alguns ensaios com os venenos
de fémeas e machos adultos, pois dispinhamos destas amostras (separadas) antes da
preparacao do pool de adultos (conforme descrito no sub-item 3.1.1). Estes resultados
serdo apresentados ao longo desta secdo juntamente com aqueles referentes as

anélises dos venenos de filhotes e adultos.

E pertinente ainda lembrar que todas as informacdes referentes a identificacao
de peptideos por espectrometria de massas (tabelas contendo as estruturas primarias

dos peptideos) estdo apresentadas no anexo deste trabalho.

4.1 Analise protedmica

4.1.1 Perfis eletroforéticos

Foi possivel constatar uma expressiva diferenga entre os perfis protéicos dos
venenos de filhotes e adultos de B. jararaca por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (unidimensional), principalmente na regido acima de 68 kDa nos
venenos dos filhotes e de aproximadamente 20 kDa nos venenos dos adultos (Figura
8). A andlise sob condigdes ndo-redutoras mostrou uma maior presenga de formas

oligomeéricas de proteinas (acima de 90 kDa) no veneno dos adultos.

As bandas diferenciais entre os venenos de filhotes e adultos foram recortadas
e submetidas ao procedimento de digestao tripsinica in gel e subseqtiiente analise por
LC-MS/MS para identificagdo das proteinas correspondentes, conforme descrito na
Tabela 6. A partir desta andlise verificamos que as principais diferengas entre os

venenos de filhotes e adultos estd relacionada a abundéncia de metaloproteinases,
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como se pode constatar pela identificagdo de peptideos contidos nas bandas 1 a 5

(Figura 8).

Filhotes Adultos Filhotes Adultos

- <7
kDa - <
- -
68- <1
<2 B S 9
50- '
43-
)5
<4

.(—5
14- . . .
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Figura 8: Perfil protéico dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca (50 pg)
em eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (gel em gradiente de 8%-18% de
poliacrilamida). Os marcadores de massa molecular estdo indicados a esquerda
da figura. As setas indicam bandas protéicas diferenciais entre as amostras, que
foram recortadas e submetidas a digestao tripsinica in gel e LC-MS/MS. As
proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250.

Outra importante diferenca, avaliada sob condi¢des ndao redutoras, foi a
identificagdo de L-aminodcido oxidases na regido de aproximadamente 55 kDa
(banda 9) no veneno dos adultos. Da mesma forma, serino proteinases parecem mais
abundantes no veneno dos adultos, como evidenciado pela identificagdo

correspondente a banda 10.
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Tabela 6:Anélise de LC-MS/MS das proteinas diferencialmente expressas nos venenos de

filhotes e adultos de B. jararaca (indicadas na Figura 8).

N°da Proteina/ gi Peptideos identificados?
banda (Classe de toxina) numberl
1 Jerdonitin gi|34329647|  BXSBXMXPPEBBR,
(MP) ESMCDPBR,
XTPGSBCADGXCCDBCR
2 HEF3 gi|82219706|  LHSWVECESGECCDQCR
(MP)
3 Insularinase-A gi|82197476|  SCXMASTXSB,
(MP) ABCAEGXCCDBCR,
GDNPDDRCTGBSADCPR,
CTGBSADCPR
4 Jararafibrase-2 gi|82219563|  ARGDDMDDYCNGISAGCPR
(MP)
5 Insularinase-A gi| 82197476 |  YXEXAVVADHGMEFTB,
(MP) YNSNXNTXR,
TRVHEMVNTXNGFFR,
ASXANXEVWSB,
TXTSFGEWR
6 Metalloproteinase  gi|258618056| TPEBBAYXDAB*
VMP-III
(MP)
7 Metalloprotease gi|32306927|  YXXDNRPPCXXNXPXR,
BOJUMET II VCNSNRECVDVSTAY
(MP)
8 Metalloprotease gi|32306927|  YLIDNRPPCILNIPLR
BOJUMET II
(MP)
9 L-amino-acid gi|82127389|  SAGBXYEESXQB
oxidase
(LAAO)
10 Serine proteinase  gi| 82233395 | NDDALDKDLMLVR,
HS114 LDSPVSDSEHIAPLSLPSSPPSV
(SP) GSVCR, IMGWGSITPIQK,
TNPDVPHCANINLLDDAVCR
AAYPELPAEYR

i number conforme o National Center for Biotechnology Information (NCBI);

2A identificagdo dos peptideos seguiu os critétios especificados no sub-item 3.5.2 (Material e
Métodos); X=Ile ou Leu. B= Lys ou Gln;
Peptideos correspondentes ao C-terminal da proteina estdo mostrados em italico;
*Peptideo obtido por seqiienciamento De novo (BlastP e-value = 2e-5).

(Classe de toxinas identificadas: MP= metaloproteinase; SP = serino proteinase; LAAO = L-
aminoacido oxidase).
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No intuito de avaliar a complexidade dos proteomas dos venenos de filhotes e

adultos de forma mais extensa, utilizamos a eletroforese bidimensional variando as

faixas de gradiente de pH na primeira dimensao (fitas de 24 cm com gradiente de
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pH variando de 3 a 10 e, alternativamente, 4 a 7). Os resultados desta andlise estdo

mostrados na Figura 9.

Figura 9: Eletroforese bidimensional sob diferentes gradientes de pH (fitas IPG de 24 cm, pH 4-7,
linear; 12% SDS-poliacrilamida, géis de 20 x 26 cm x 1.5mm). Foi aplicado um volume correspondente
a 350 ng de proteinas em todos os géis. Os géis foram corados com nitrato de prata. Os retangulos
representam as regides dos géis com expressiva variabilidade que, alternativamente, foram também
resolvidas utilizando um gradientes de pH variando de 4 a 7 na primeira dimensdo.

Conforme analise da Figura 9 é possivel perceber uma grande concentragdo
de proteinas acidas (apresentando pl variando dentro da faixa de 4 a
aproximadamente 7) em ambos os venenos. De fato, esta regido concentra a maior
parte das diferengas verificadas e, por este motivo, optamos também por utilizar
faixas estreitas de gradiente de pH (variando de 4 a 7) durante o procedimento de
focalizagdo isoelétrica (1° dimensdo). Com esta abordagem foi possivel resolver
melhor esta regido complexa das amostras e verificar alguns padrdes caracteristicos
entre as duas amostras. A andlise por LC-MS/MS dos peptideos tripsinicos extraidos

das proteinas presentes nos spots diferenciais entre os géis bidimensionais dos
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venenos de filhotes e adultos, bem como as proteinas

apresentados na Figura 10 e Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Figura 10: Eletroforese bidimensional (fitas IPG de 24 cm, pH 4-7, linear;
12% SDS-poliacrilamida 20x 26 cm x 1.5mm) do veneno de filhotes e
adultos de B. jararaca (350 ng de proteinas). Coloracdo com nitrato de
prata Os spots indicados por ndmeros foram submetidos a digestao
tripsinica in gel e analisados por LC-MS/MS, conforme descrito na se¢ao
Material e Métodos.
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identificadas estdo

kDa

-68
-50

-23.5

-14

kDa

-23.5

-14
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Tabela 7: Spots identificados no gel bidimensional do veneno de filhotes de B. jararaca.

Namero
do spot

MM
(kDa)*

pr'

Niumero
de acesso*

Proteina/
(Classe de toxina)

Cobertura de
seqiiéncia

(o)

1

10

11

12

13

14

15

77

76

62

40

51

40

53

30

26

15

14

22

34

56

28

4,53

4,41

4,50

4,40

4,85

514

5,29

4,61

5,07

5,05

5,40

5,65

6,11
6,43

6,84

gi 123908731 |

gi | 48427991 |

gi| 82219706 |

gi | 76365442 |

gi | 82214993 |

gi | 82189787 |

gi 32306927 |

gi | 82233395 |

gi | 82197476 |

gi| 166012653 |

gi| 158518414 |

gi 172044592 |

gi 123911605 |
gi| 195927838 |

gi | 48428846 |

Zinc-metalloproteinase-
disintegrin bothrojarin
(MP)
Zinc-metalloproteinase
jerdonitin
(MP)

Zinc metalloproteinase-
disintegrin HF3
(MP)
Metalloproteinase
P-III
(MP)

Zinc metalloproteinase-
disintegrin BITM06A
(MP)

Zinc metalloproteinase-
disintegrin ACLD
(MP)
Metalloprotease
BOJUMET II
(MP)

Venom serine proteinase
HS114
(SP)

Zinc metalloproteinase
insularinase-A
(MP)
Phospholipase A2
(PLA2)

Phospholipase A2
(PLA2)
Zinc metalloproteinase
BnP2
(MP)
Zinc metalloproteinase
(MP)

L- amino acid oxidase
(LAAO)
Ablomin precursor
(CRISP)

16

37

43

23

54

42

28

54

22

*Massas moleculares (MM) e pontos isoelétricos (pI) observados no gel
# Numero de acesso da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Classes de toxinas identificadas: MP= metaloproteinase; SP= serino proteinase; PLA2=
fosfolipase A2; LAAO= L- aminoécido oxidase; CTL= lectina tipo-C; CRISP= proteina secretada
rica em cisteinas.
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Tabela 8: Spots identificados no gel bidimensional do veneno de adultos de B. jararaca.

Ntamero MM pl* Numero Proteina/ Cobertura de
do spot (Da)* de acessot (Classe de toxina) seqiiéncia
(%)
1 50 4,75  gi|82214993 | Zinc metalloproteinase- 31
disintegrin BITMO6A
(MP)
2 50 4,80 gi| 231997 | Zinc metalloproteinase- 30
disintegrin Jararhagina
(MP)
3 37 507  gi|13959622 | KN-BJ 2 25
(sP)
4 50 519  gi|82190823 | Zinc metalloproteinase 12
bothropasin
(MP)
5 60 556  gi|82127389 | L-amino-acid oxidase 19
(LAAO)
6 60 567  gi|82127389 | L-amino-acid oxidase 13
(LAAO)
7 14 4,88  gi|41353970 | C-type lectin 43
(CTL)
8 14 501  gi|41353970 | C-type lectin 40
(CTL)
9 14 508  gi|41353970 | C-type lectin 57
(CTL)
10 22 6,13  gi| 82219563 | Zinc metalloproteinase/ 23
disintegrin
(MP)
11 22 6,32  gi| 82219563 | Zinc metalloproteinase/ 23
disintegrin
(MP)
12 22 6,46  gi|172044592| Zinc metalloproteinase BnP2 42
(MP)
13 23 6,46 gi|461511 | Ancrod (Venombin-A) 100~
(SP)
14 28 6,85  gi|48428846 | Ablomin 11
(CRISP)

*Massas moleculares (MM) e pontos isoelétricos (pI) observados no gel
# Numero de acesso da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Classes de toxinas identificadas: MP= metaloproteinase; SP= serino proteinase; PLA2=
fosfolipase A2; LAAO= L- aminoécido oxidase; CTL= lectina tipo-C; CRISP= proteina secretada
rica em cisteinas.** A entrada gi|461511|¢, na realidade, um fragmento da serinoproteinase
Venombin-A, que foi seqiienciado e depositado no banco de proteinas do NCBL
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A partir da identificacdo dos spots dos géis bidimensionais de filhotes e adultos
de B. jararaca foi possivel notar expressivas diferencas entre as amostras,
corroborando também o perfil apresentado na Figura 8, na andlise unidimensional
dos venenos. A grande parte de proteinas 4cidas e de alta massa molecular (massas
moleculares entre 25 e 70 kDa e pontos isoelétricos variando entre 4,0 e 6,0) foi
identificada, em todas as amostras, como sendo proteinas pertencentes a classe das
metaloproteinases. Uma diferenca marcante entre os perfis de filhotes e adultos é a
abundéancia de isoformas &acidas e de alta massa molecular, identificadas como
metaloproteinases, no veneno de filhotes de B. jararaca (spots 1, 2, 3 e 7; Figura 10-A).
Metaloproteinases também constituem expressivos componentes no veneno de
adultos (spots 1 e 2; Figura 10-B). A regido acida e de baixa massa molecular do gel
do veneno de filhotes (pI 5,0 -5,4 e ~14 kDa, respectivamente) apresenta dois spots
intensos (spots 10 e 11; Figura 10-A), identificados como fosfolipases Az. Esta mesma
regido no gel do veneno de adultos apresenta uma diversidade de spots
identificados, em sua maioria, como lectinas do tipo C (spots 7 a 9;Figura 10-B). Uma
outra caracteristica marcante do proteoma do veneno de adultos sdo algumas
isoformas de metaloproteinases na regido de 22 kDa e pI 5,0 a 5,6 (spots 10 a 12,
Figura 10-B), praticamente ausentes no gel do veneno de filhotes (Figura 10-A).
Identificamos também uma CRISP, que aparenta estar presente em ambos os
venenos (spots 15 e 14 do gel do veneno de filhotes e adultos, respectivamente;

Figura 10).

Analisamos ainda o veneno dos animais adultos (machos e fémeas), no intuito
de verificar possiveis diferencas em relacdo ao sexo do animal. A Figura 11 apresenta
os perfis protedmicos dos venenos dos pools de machos e de fémeas adultas de B.
jararaca analisados por eletroforese bidimensional. E interessante notar que, diferente
dos perfis obtidos para os venenos de filhotes e adultos, o dimorfismo sexual parece
ser uma caracteristica mais sutil, sendo observada principalmente na intensidade das
proteinas visualizadas nos spots dos géis. Por este motivo, utilizamos 1 mg de
proteinas para as comparagdes nos géis bidimensionais, um valor aproximadamente
3 vezes maior do que aquele utilizado para as comparagdes entre os venenos de

filhotes e adultos (inicialmente tentamos aplicar a mesma quantidade de proteinas
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utilizada nas comparagdes entre os venenos de filhotes e adultos -350 pg - contudo
ndo observamos diferencas expressivas entre os perfis - dados ndo mostrados.
Assim, optamos por usar a quantidade de 1 mg de proteinas). Utilizamos ainda,
durante a focalizagdo isoelétrica, um gradiente linear de pH variando de 4.0 a 7.0,
por esta faixa compreender cerca de 95% das proteinas presentes nos venenos

(conforme visto nas imagens dos géis bidimensionais anteriores).
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poliacrilamida 20x 26 cm x 1.5mm) do veneno de machos e fémeas adultas de B. jararaca (1000
pg de proteinas). Os géis foram corados com nitrato de prata. Os retangulos indicados pelos
algarismos romanos denotam as areas de diferencas na intensidade dos spofs entre as amostras.

Trés regides apresentam claras diferencas quanto a intensidade das proteinas

presentes nos spots, sdo elas:

Regido I: Apresenta isoformas de proteinas de alta massa molecular
(aproximadamente 75 kDa), distribuidas em uma ampla faixa de pl, variando de 5
a 6,5. A comparacdo direta entre as amostras permite sugerir uma maior
concentragdo destas proteinas no veneno dos machos, dada as diferencas de
intensidade entre as amostras (e considerando que a mesma quantidade de

proteinas foi aplicada em ambos os géis).

Regido II: Apresenta isoformas de proteinas distribuidas numa faixa de massa
molecular variando de 20 a 25 kDa e pontos isoelétricos variando de 6,0 a 6,4. E

possivel observar uma maior intensidade na regido correspondente ao gel do
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veneno de fémeas. A comparacdo direta sugere uma maior concentracdo destas

proteinas no veneno das fémeas.

Regido III: Apresenta isoformas de proteinas de baixa massa molecular 14 kDa e
pontos isoelétricos variando de 4,4 a 5,5. Esta regido apresenta diferencas
qualitativas e quantitativas, no que diz respeito a presenca e intensidade dos spots
presentes, respectivamente. As imagens sugerem uma concentracdo maior destas
proteinas no veneno das fémeas. A Figura 12 e Tabela 9 apresentam os dados
referentes a identificacdo de spots diferenciais nos géis bidimensionais dos

venenos de machos e fémeas adultas de B. jararaca.
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Figura 12: Eletroforese bidimensional do veneno de machos e fémeas adultas de B. jararaca (1000 pg de
proteinas) (fitas IPG de 24 cm, pH 4-7, linear; 12% SDS-poliacrilamida 20x 26 cm x 1.5mm). Coloragdo
com nitrato de prata Os spots indicados por ntmeros foram submetidos a digestao tripsinica in gel e
analisados por LC-MS/MS, conforme descrito na secdo Material e Métodos.
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Tabela 9: Spots identificados no gel bidimensional do veneno de machos adultos de B. jararaca.

Numero
do spot

MM
(Da)*

pI*

gi number* Proteina/
(Classe de toxina)

Cobertura de
seqiiéncia

(%)

1

10

49

77

76

70

16

21

21

25

25

23

4,73

5,42
5,82
6,38

5,93

6,08

6,28

6,08

6,30

6,41

gi|82214993| Zinc metalloproteinase-
disintegrin BITMO6A
(MP)
gi|195927838| L- amino acid oxidase
(LAAO)
gi|195927838| L- amino acid oxidase
(LAAO)
gi|195927838| L- amino acid oxidase
(LAAO)
gi|82217029|  Venom nerve growth
factor
(svNGF)
gi|82214994| Zinc metalloproteinase
BITMO02A
(MP)
gi| 82219563 | Zinc
metalloproteinase/
disintegrin
(MP)
gi | 82219563 | Zinc
metalloproteinase/
disintegrin
(MP)
gi| 82219563 | Zinc
metalloproteinase/
disintegrin
(MP)
gi| 109254946 | Serine proteinase
isoform
(SP)

38

45

54

48

24

26

20

24

29

23

*Massa moleculares (MM) e pontos isoelétricos (pI) observados no gel.

# gi number da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Classes de toxinas identificadas: MP= metaloproteinase; SP= serino proteinase; LAAO= L-
aminodacido oxidase; svINGF= fator de crescimento de nervo.
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Tabela 10: Spots identificados no gel bidimensional do veneno de fémeas adultas de B. jararaca.
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Namero MM pI*  gi number* Proteina Cobertura de
do spot (Da)* seqiiéncia
(%0)
1 49 471 gi|82214993 | Zinc 34
metalloproteinase-
disintegrin BITMO6A
(MP)
2 76 536 gi|195927838| L- amino acid oxidase 34
(LAAO)
3 66 5.89 ¢i|195927838| L- amino acid oxidase 60
precursor
(LAAO)
4 66 6.44 ¢i|195927838| L- amino acid oxidase 51
(LAAO)
5 27 5.59 gi|172044592 | Zinc 78
metalloproteinase
BnP2
(MP)
6 13 612 gi|62131098|  Bothojaracin chain A 40
(CTL)
7 14 6.61 gi|1839441| Platelet glycoprotein 84
Ib-binding protein
alpha subunit
(CTL)
8 14 474 gi|399125| Botrocetin alpha chain 55
(CTL)
9 14 4.82 gi|41353970 | C-type lectin 56
(CTL)
10 14 496 gi|41353970 | C-type lectin 56
(CTL)

*Massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (pI) observados no gel.

# gi number da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Classes de toxinas identificadas: MP= metaloproteinase; SP= serino proteinase; LAAO= L-
aminoécido oxidase; CTL= lectina tipo-C.

Em relagdo os venenos dos animais adultos, a principal diferenca parece ser a

intensidade dos spots (Figura 12, A e B). Isoformas de L-aminoacido-oxidase (LAAO)

parecem estar em maior concentracdo no veneno de machos adultos (spots 2 a 4,

Figura 12-A) e distribuem-se num amplo espectro de pontos isoelétricos (pI 5,4 a 6,8,

Figura 12- A). Por outro lado, a regido de 14 kDa e pIl 4,7 a 6,6 no gel do veneno de

témeas adultas apresenta uma maior diversidade de lectinas do tipo C (spots 6 a 10,

Figura 12-B), uma caracteristica diferencial em relacdo ao veneno de machos adultos.
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Independente do sexo do animal, isoformas de metaloproteinases sdo componentes
expressivos no veneno dos adultos, majoritariamente na faixa de 50 kDa e pI ~5,0

(spot 1 da Figura 12- A e B e isoformas adjacentes, por exemplo).

Uma caracteristica interessante foi verificada no veneno dos machos adultos:
um fator de crescimento de nervo (svNGF) (spot 5, Figura 12-A), pouco expressivo

no veneno de fémeas adultas.

4.1.2 Sub-proteoma de proteinases e reconhecimento pelo soro anti-botrépico

produzido pelo Instituto Butantan

A andlise do sub-proteoma de metaloproteinases dos venenos de filhotes e
adultos de B. jararaca por imunocoloracao (Western blot uni e bidimensional) com
anticorpos especificos mostrou a presenga expressiva de metaloproteinases tantos
nos venenos de filhotes quanto de adultos. A Figura 13-A mostra a distribuicao de
metaloproteinases nos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca. E possivel
perceber uma grande reatividade do anticorpo com proteinas acidas, variando de 70
a 20 kDa. O sub-proteoma de serinoproteinases também se mostrou similar entre os
venenos de filhotes e adultos, contudo, o veneno de adultos apresentou maior

reatividade com proteinas acidas na faixa de aproximadamente 30 kDa (Figura 13-B).

Embora com algumas diferencas aparentemente relativas a idade, verificamos
também um extenso reconhecimento de proteinas nos venenos de filhotes e adultos
de B. jararaca pelo soro anti-botrépico comercial, produzido pelo Instituto Butantan

(Figura 13-C).
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Figura 13: Sub-proteoma de proteinases dos venenos de filhotes e adultos de B.jararaca e
reconhecimento dos venenos pelo soro antibotrépico. Fitas de pH imobilizado (7 cm, pH 3-10,
linear) foram reidratadas com 200 pg de solugdo de veneno de filhotes ou adultos de B.jararaca e,
ap6s a focalizagdo isoelétrica e segunda dimensdo (géis 12% SDS-poliacrilamida), as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas & imunocoloragdo com anticorpos
primaérios policlonais: A, D e F - anti-bothropasina (1:500 v/v); B, E e G - anti-MSP1/2 (1:500, v/v)
ou C- soro anti-botrépico (1:500). Nos géis unidimensionais foram aplicados 50 pg de proteinas. As
setas e elipses denotam diferencas majoritarias entre as amostras.
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4.1.3 Sub-proteoma de gelatinases - Zimografia

A atividade proteolitica dos venenos de filhotes e adultos foi avaliada pela
técnica de zimografia em que utilizamos um substrato (gelatina) co-polimerizado
com o gel de SDS-poliacrilamida, tanto para os géis unidimensionais quanto para os
bidimensionais. A Figura 14 mostra uma concentracao de proteinases nas regides de
aproximadamente 45 e 20 kDa comuns aos venenos de venenos de filhotes e adultos.
Contudo, levando-se em consideracdo a quantidade de proteina aplicada no gel
(igual para as duas amostras -filhotes e adultos), é possivel perceber que a adrea de
gelatinolise é maior no veneno de adultos. A zimografia bidimensional mostra uma
intensa atividade gelatinolitica na porcdo 4acida do gel, sendo, portanto uma
provavel atividade de proteinases &cidas. Novamente, o veneno de adultos

apresentou atividade mais intensa sobre este substrato.

kDa kDa
68- -68
50- -50
43- -43
23.5- -23.5
14- -14
A B C

Figura 14: Zimografia em gel de SDS poliacrilamida (12%) contendo gelatina. A-Zimografia do
veneno de filhotes (1) e adultos (2) de B. jararaca (25 pg de proteinas foram aplicados no gel
unidimensional). B e C- Zimografia do veneno de filhotes e adultos de B. jararaca, respectivamente,
em gel bidimensional (300 ng de proteinas; fitas de 7 cm, pH 3 a 10, linear). Coloragdo com azul de
Coomassie R-250.

Resultados




75

4.1.4 Protedmica quantitativa

A Figura 15 apresenta o perfil de eluicdo dos peptideos derivatizados com os
reagentes iTRAQ™, posteriormente agrupados em pools e submetidos a

cromatografia em coluna de fase reversa (conforme descrito no sub-item 3.2.3.3).

P1 P2 P3 P4 P5 P6
mAU —PE— PP ————> ———> «— .

50.0

r80

40.0

r 60

30.0

r40

20.0

r20

10.0

0.0 1 /3 415|678 910 111213141516 17 |18 19 20 | 21 2324 |25\ 26 | 27|28 29 Waste [
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 ml

Figura 15: Perfil de eluicdo (monitorado a 280 nm) da mistura de peptideos tripsinicos dos venenos
de filhotes e adultos de B. jararaca (400 pg total) marcados com os reagentes iTRAQ™: As fracoes
foram agrupadas em pools enumerados de 1 a 6.

Conforme descrito no sub-item 3.5.2, ap6s as analises de LC-MS/MS das
amostras que continham os peptideos derivatizados, os resultados foram submetidos
a identificacdo e quantificagdo e as identificacdes foram ainda avaliadas pelo
programa Scaffold™ 3, seguindo os parametros especificados anteriormente. Por
esta abordagem fomos capazes de identificar 55 proteinas, contudo os dados
apresentados na Tabela 11 mostram apenas 29 proteinas. Esta diferenca se deve ao

fato de que consideramos apenas os peptideos derivatizados com os reagentes
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iTRAQ™, ou seja aqueles cuja informagdo quantitativa podia ser obtida; caso
contrdrio ndo seria possivel discriminar de qual amostra (veneno de filhotes ou de
adultos) o(s) peptideo(s) provinha(m), uma vez que os peptideos das amostras foram
agrupados ap6s a derivatizacdo. A Figura 16 apresenta o espectro representativo
proveniente da fragmentacdo do fon de m/z 473,78+ e a regido dos ions reporteres

(tags) que foram monitorados para a quantificagao relativa.

v4
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—
2
% 50%7
®
2 o]
% 25% ITRAQ 114 iTRAQ-116
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114.0 116.0 118.0
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Figura 16: Espectro de fragmentacdo (MS/MS) do ion de m/z 473,782 (peptideo LDSPVK)
identificado como sendo proveniente de uma serinoproteinase (KN-BJ; gi|13959622|). A figura
inferior corresponde a uma ampliacdo da regido de menor m/z do espectro, evidenciando a presenca
dos reagentes (tags) iTRAQ™. Espectros gerados pelo programa Scaffold™ 3.
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Tabela 11: Proteinas identificadas e quantificadas no esperimento de ITRAQT.
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logz Desvio

Proteinas identificadas NPU# gi number” FC™ padrio p-valor***
Metaloproteinases (MP)
Zinc metalloproteinase-disintegrin ACLD 1 gi| 82189787 | - 0,14 5,9E-14
Metalloproteinase atrolysin-E 1 gi|462320 | 0,07 3,6E-11
Zinc metalloproteinase/ disintegrin 1 gi | 82088458 | -1,7 0,14 0,0022
Zinc metalloproteinase/ disintegrin 1 gi| 31077169 | -1,2 0,14 0,029
Zinc metalloproteinase/ disintegrin 1 gi| 50400454 | | -0,65 0,07 8,70E-04
Metalloproteinase jararafibrase-2 (Bothrostatin) 2 gi| 82219563 | 0,85 0,07 0,0477 I 2
Metalloproteinase insularinase-A 4 gi| 82197476 | 1,05 0,07 0,0416
Zinc metalloproteinase-disintegrin bothropasin 4 gi| 82190823 | 1,2 0,00 0,007 g

. . o 0
Serinoproteinases (SP) S
Venom serine proteinase 3 1 gi| 13959638 | 0,0 0,28 0,62
Venom serine proteinase HS114 4 gi| 82233395 | 0,3 0,00 0,26
Platelet-aggregating proteinase PA-BJ 3 gi|6093643 | 0,85 0,21 0,52 -2
Venom serine protease BthaTL 1 gi| 82173559 | 1 0,00 0,0063
Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase 2 4 gi|13959622 | 1,7 0,00 1,8E-18
Venom serine protease homolog 2 gi| 82240434 | 2,1 0,00 1,50E-06
Serine proteinase BITS01A 1 gi| 82244284 | -0,25 0,15 0,73
Lectinas tipo C (CTL)
Bothroinsularin subunit beta 1 gi 229621685 | -0,9 0,00 0,015
Bothroinsularin subunit alpha 1 gi|229621684 | | -0,85 0,07 0,0044
Glycoprotein IB-binding protein subunit alpha 2 gi| 82116886 | 0,9 0,00 9,50E-04
C-type lectin clone 2100755 1 gi | 82134956 | 2,1 0,14 0,00025
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Fosfolipases A2(PLA2)
Phospholipase A2, acidic
Phospholipase A2 2

Phospholipase A2 homolog 1
Phospholipase A2 homolog 2

L-aminodcido oxidases(LAAO)
L-amino acid oxidase precursor

L-amino-acid oxidase
L-amino-acid oxidase

Proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISPs)

Catrin-1/2
Ablomin

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
Vascular endothelial growth factor toxin

1 gi[129420 |
2 gi|158518414|
1 gi|17368325]
3 gi|17865560 |

11 gi|195927838
1 gi|123903691 |
1 gi|124106294 |

3 gi|48428839
1 gi|48428846 |

1 gi|48428663 |

B 000

0,0 0,14
3,05 0,07
34 0,00
0,3 0,00
0,1 0,00
3,15 0,07
-1,1 0,00
-0,8 0,00
-1,7 0,14

78

1,30E-07
0,37

2,00E-08

7,5E-18

0,31
0,78
2,9E-15

0,0028
0,0043

0,0037

#NPU: Numero de Peptideos Unicos;

*oi number da proteina conforme o National Center for Biotechnology Information (NCBI);
**Os valores correspondem a média de 4 corridas de LC-MS/MS e estdo apresentados na forma log, FC (em que FC = Fold Change). O valor de log,FC foi
calculado em relagido ao veneno de filhotes (referéncia). Valores de log>FC = 0,6 representam um aumento de 1,5 vezes na expressao relativa; log,FC =1 (2

vezes); logoFC =2 (4 vezes); log,FC =3 (8 vezes);

***p-valor obtido apos Teste-t. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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De acordo com os dados contidos na Tabela 11 é possivel perceber que a
maioria das classes de toxinas foi amostrada com pelo menos uma proteina
identificada. De uma forma geral, verificamos diferengas na quantificacdo relativa
em todas as proteinas identificadas. Por exemplo, o peptideo YILDK proveniente de
uma L- aminoadcido oxidase (Apoxina-1, gi|124106294|) apresentou uma maior
abundancia relativa no veneno de adultos (cerca de 8 vezes mais abundante). Por
outro lado, as outras L-aminoacido oxidases identificadas ndo mostraram o mesmo
padrao (gi|195927838| e gi|123903691 |). Embora essas proteinas tenham cerca de
61% de similaridade entre si na estrutura primaria (dados ndo mostrados), é possivel
que L-aminoacido oxidases de estrutura primdaria semelhante a Apoxina-1
(gi|124106294 |) sejam de fato mais abundantes no veneno de adultos. Esse parece
ser o caso também do peptideo YWFFPAK, proveniente de uma fosfolipase acida
(gi]129420|), cuja abundancia foi 6 vezes maior no veneno de filhotes. Por outro
lado, os peptideos identificados e quantificados, pertencentes a fosfolipases basicas
(gi|17368325| e gi|17865560|) mostraram-se mais abundantes no veneno dos
adultos. De forma semelhante, serinoproteinases também apresentaram maior
abundancia relativa no veneno de adultos. Outra importante diferenga quantitativa
entre o proteoma dos venenos de filhotes e adultos esta na abundancia de svVEGFs
no veneno de filhotes, como evidenciado pela intensidade quase 4 vezes maior no
veneno de filhotes do peptideo NPEEGEPR (svVEGEF, gi|48428663|). Embora de
forma menos expressiva, proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISPs)
apresentaram maior abundéncia relativa no veneno dos filhotes.

Aparentemente as metaloproteinases sao mais expressas no veneno de
filhotes, contudo a diferenciacao entre a expressao das subclasses (P-I a P-III) ndo
pode ser feita. Consideracdes sobre este caso particular estdo apresentadas na

discussao deste trabalho.
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4.2 Analise glicoprotedmica

4.2.1 Glicoproteoma dos venenos de B. jararaca - coloracao fluorescente para

glicoproteinas e deglicosilacao total das amostras de veneno

A coloracdo fluorescente para glicoproteinas revelou proteinas em uma ampla
faixa de massa molecular e pontos isoelétricos nas amostras analisadas (variando de

14 kDa a aproximadamente 70 kDa e com pI variando entre 4,0 a 6,0 - Figura 17).
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Figura 17: Coloracdo fluorescente para glicoproteinas (ProQ Emerald). As amostras (200pg) foram
submetidas a focalizacdo isoelétrica (fitas IPG de 7cm pH- 4-7, linear) e, em seguida, a segunda
dimensado (SDS-PAGE, gel de 12% poliacrilamida) em mini-géis (10 x 8 cm x 1.0 mm). Os géis da
direita foram submetidos a coloragdo fluorescente para glicoproteinas e, em seguida a coloragdo com
Coomassie Blue R-250 (proteinas totais- géis apresentados a esquerda). As proteinas que constituiram
0 nosso padrdo de massa molecular serviram de controle para o experimento: soroalbumina bovina,
68 kDa (ndo glicosilada), cadeias pesada e leve da imunoglobulina G, 50 kDa e 23,5 kDa,
respectivamente (ambas glicosiladas), ovoalbumina, 43 kDa (glicosilada) e ribonuclease A, 14 kDa
(glicosilada).
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Uma expressiva diferenca nos perfis protéicos em géis unidimensionais foi
também verificada nas andlises de N- e O-deglicosilacdo dos venenos brutos de
tilhotes e adultos, sugerindo um alto (e distinto) teor de glicosilacdes nestes venenos
(Figura 18). Optamos por realizar a deglicosilacdo em condigdes desnaturantes para
poder acessar praticamente todo o contettdo de carboidratos das proteinas dos
venenos de filhotes e adultos, o que permitiu observar diferengas expressivas no

perfil protéico em eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida.

-+ - - o+ - N- glicosidase F
- - + - - + — O- glicosidase
kDa ! .
68-
50- *
43-
s !!
14-
)ﬂ v" ,E

Filhotes Adultos

Figura 18: Deglicosilacdo dos venenos (15 pg) de filhotes e adultos de B. jararaca, avaliada por
eletroforese em gel de gradiente (8-18%) de poliacrilamida. As setas representam proteinas cuja
mobilidade eletroforética foi alterada apds a deglicosilagdo. As amostras foram reduzidas com f-
mercaptoetanol. Coloragdo com nitrato de prata.

A julgar pela diferenca na mobilidade eletroforética visualizada apos
deglicosilacdo, N-glicosilagdes parecem ser mais freqiientes em ambos os venenos
em relacdo a O-glicosilagdes. Pela analise dos géis da Figura 18 foi possivel perceber
que proteinas de alta massa molecular (aproximadamente 50 kDa) encontram-se
altamente N-glicosiladas em ambos os venenos (filhotes e adultos). De certa forma,

os resultados da coloracdo fluorescente para glicoproteinas (Figura 17) tém

Resultados




82

correspondéncia com aqueles apresentados na Figura 18 para os perfis protéicos das

amostras de venenos de filhotes e adultos apods total N-deglicosilagao.

Visto que N-glicosilagdes parecem ser proeminentes em ambas as amostras de

veneno, submetemos também os venenos a N-deglicosilagcdo total sob condigdes

desnaturantes, seguido por eletroforese bidimensional (Figura 19).

Filhotes
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Figura 19: N-deglicosilagdo total dos venenos de filhotes e adultos sob condi¢des desnaturantes
avaliada por eletroforese bidimensional. As amostras (30 pg) N-deglicosiladas ou ndo foram
submetidas a focalizagdo isoelétrica (fitas IPG de 7cm pH- 4-7, linear) e, em seguida, a eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida 12% em mini-géis (10 x 8 cm x 1.0 mm). A regido demarcada dnota a
drea que sofre grandes alteragdes ap6s a N-deglicosilagdo das amostras. Coloragdo com nitrato de

prata.
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Ap6s a completa N-deglicosilagdo dos venenos é possivel perceber a auséncia
de proteinas 4cidas, na faixa de 68 a 40 kDa, em todas as amostras analisadas. Por
outro lado, verificamos também o aparecimento de uma grande quantidade de spots
na faixa de 18 a 14 kDa (em toda a extensdo de pontos isoelétricos do gel). De uma
forma geral, ap6s a completa N-deglicosilagdo dos venenos, os perfis dos venenos de
filhotes e adultos, assemelham-se, embora algumas diferencas ainda possam ser
notadas. Estes resultados demonstram o importante papel de modificacdes pos-
traducionais (N-glicosilagdes) na variabilidade dos venenos, como sera discutido

adiante.

4.2.2 Cromatografia em coluna de afinidade (Concanavalina A - sepharose) e
analise protedmica (LC-MS/MS) das proteinas ligadas

Ap6s a cromatografia dos venenos de filhotes ou adultos na coluna de
Concanavalina A - sepharose verificamos que apenas cerca de 5% da proteinas
interagiu com a resina, conforme observado na Tabela 12, e que a recuperacao foi

similar entre as amostras analisadas.

Tabela 12: Calculo de rendimento de glicoproteinas presentes nas amostras de veneno submetidas a
cromatografia em coluna de Concanavalina A- Sepharose.

Amostras Recuperacao (%0)*
Veneno de filhotes 100%
Proteinas ndo adsorvidas (flowthrough) 67,6%
Eluato 4,9%
Veneno de adultos 100%
Proteinas ndo adsorvidas (flowthrough) 66%
Eluato 5,1%

*A recuperacao foi calculada levando-se em consideracdo que uma solucao de veneno de filhotes e
adultos na concentra¢do de 1 mg/mL em binding buffer apresentava uma absorbéancia (a 280 nm) de
1,089 e 1,549, respectivamente. O calculo da recuperacdo foi efetuado a partir deste valor (levando-se
em consideragdo os valores de leitura espectrofotométrica a 280 nm das amostras eluidas da coluna).

Pela analise da Figura 20 é possivel perceber que a maior parte das proteinas
que interagiram com a lectina Concanavalina A estdo na faixa de 70 a 25 kDa em

ambas as amostras de veneno (filhotes e adultos).
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Figura 20: Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%) dos venenos (5 ug)
de filhotes e adultos de B; jararaca sob condi¢des redutoras. P: padrdo de massa

molecular;, VB: Veneno bruto; FT: material ndo adsorvido & coluna de
Concanavalina-A (flowthrough); E: eluato. Coloragdo com nitrato de prata.

No intuito de se verificar a identidade das proteinas que interagiram com a
coluna de concanavalina A, submetemos os eluatos de ambas as amostras a digestao
tripsinica em solucdo, seguida por analise por LC-MS/MS. O resultado desta
abordagem mostrou que metaloproteinases, serinoproteinases, lectinas tipo C e L-
aminoacido oxidases estdo entre as classes de toxinas que apresentaram interagdo
com a lectina (Tabela 13), sendo eluidas na fracdo de 0,5 M de D-glicose em binding
buffer. Uma anélise bioinformatica de predigdo de sitios de glicosilagdo mostrou que
estas proteinas, em sua maioria, apresentam sitios putativos de glicosilagdo, fato que
valida a estratégia utilizada para captura de glicoproteinas, embora a grande
heterogeneidade de glicanos associados a proteinas possa ser um dos principais
fatores responsaveis pelo pequeno rendimento (teor protéico) obtido neste

experimento.

Resultados




Tabela 13: Identificacdo de proteinas (LC-MS/MS) presentes no eluato da cromatografia realizada na coluna de concanavalina A- Sepharose.
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Proteina identificada gi number!  Classe de toxinaNPU?  CS(%)3 Sitios de glicosilagdo*

F A F A
Venom serine proteinase H5114 gi| 82233395 | sp 7 5 411 36.8 N20
Venom serine proteinase-like gi| 123883733 | SP 7 7 368 394 N20
Venom serine protease homolog gi| 82240434 | SP 7 3 427 242 N59
Platelet-aggregating proteinase PA-B] gi| 6093643 | SP 4 2 175 198 N20; 523
Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase 2 gi| 13959622 | SP - 2 - 128 N78;N145,N226
Thrombin-like enzyme batroxobin gi| 114837 | SP 2 - 133 N225
Putative serine protease gi| 126035656 | SP 2 2 124 124 N23;N27;N117;N131;N135
Zinc metalloproteinase-disintegrin BITM06A gi| 82214993 | MP 4 6 143 172 N183
Batroxstatin-1 gi| 205278803 | MP 4 - 206 N29;N74
Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi| 82219706 | MP 2 2 12 6.93 N69;N123;N183;N329;N394
Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-2 gi| 123905787 | MP 6 - 39 -
Zinc metalloproteinase-disintegrin atrolysin-A gi| 75570463 | MP 2 - 883 N72;N326
Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-3 gi| 123905786 | MP 2 - 255 -
Zinc metalloproteinase/disintegrin gi| 52000724 | MP 4 - 122 N107; N159
Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase gi| 82216043 | MP 3 - 103 N73;N161;N187
Batroxstatin-3 gi|205278807 | MP 2 - 966 N7;127;N70
L-amino acid oxidase precursor gi| 195927838 | LAAO 15 6 358 241 N172; T332
Coagulation factor IX/factor X-binding protein subunit B gi| 82116580 | LTC 2 - 933 -
Glycoprotein IB-binding protein subunit beta gi| 82116883 | LTC 2 - 244 -

1 gi number de acordo com a nomenclatura adotada pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI);
2Ntmero de Peptideos Unicos-NPU- (proteinas identificadas com apenas um tinico peptideo ndo foram consideradas para analise);*Porcentagem de

cobertura de seqiiéncia; 4Sitios de N e O glicosilagdo, preditos a partir da estrutura priméria das proteinas maduras utilizando-se os softwares NetNGlyc
Server 1.0 e OGPET v 1.0, respectivamente (disponiveis em http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ e
htto:/ /www.ogpet.uten.edu/OGPET/index.vho. respectivamente). MP- Metalooroteinase: SP - Serinooroteinase: LAAO - L-aminoéacido oxidase: LTC -
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4.2.3 N-glicoma dos venenos de filhotes e adultos

A andlise do N-glicoma dos venenos de filhotes e adultos revelou que as principais classes de N-glicanos sao do tipo

hibrido/complexo, seguida pelo tipo rico em manose (Tabela 14).

Tabela 14: Lista da compoiscdo de N-glicanos liberados de glicoproteinas das amostras de veneno de filhotes e adultos de B. jararaca. As massas em itdlico
representam ions que foram selecionados para analise de MSn.

Massa Massa da
observada z Estrutura putativa” Erro glicoforma Tipo™ GSDB™
809.6 2 (Hex)2 + (Man)3(GlcNAc)2 0.485 1510.7 RM 4027-2818 e 4027-2059
815.0 2 (HexNACc)1 (Desoxihexose)l + (Man)3(GlcNAc)2 0.569 1521.8 H/C
830.0 2 (Hex)1 (HexNAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2 0.359 1551.7 H/C
911.7 2 (Hex)3 + (Man)3(GlcNAc)2 0.586 1714.8 RM 4037-2818 e 4037-2059
917.1 2 (Hex)1 (HexNACc)1 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2 0.47 1725.8 H/C
932.8 2 (Hex)2 (HexNAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2 0.659 1755.8 H/C
937.8 2 (HexNACc)2 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2 0.643 1766.8 H/C 3099-1432
1013.7 2 (Hex)4 + (Man)3(GlcNAc)2 0.486 1918.9 RM 4039-2818 e 4039-2059
1019.2 2 (Hex)2 (HexNAc)1 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GIcNAc)2 0.57 1929.9 H/C
1034.2 2 (Hex)3 (HexNAc)1 + (Man)3(GlcNACc)2 0.559 1959.9 H/C
1039.8 2 (Hex)1 (HexNAc)2 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GIcNAc)2 0.543 1970.9 H/C 3097-1432
1054.7 2 (Hex)2 (HexNACc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 0.433 2001.0 H/C
1074.4 2 (Hex)1 (HexNACc)3 + (Man)3(GlcNAc)2 -1.293 2042.0 H/C
1115.8 2 (Hex)5 + (Man)3(GlcNAc)2 0.486 2123.0 RM 4041-2818 e 4041-2059
1121.3 2 (Hex)3 (HexNAc)1 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2 0.57 2134.0 H/C
1135.8 2 (Hex)4 (HexNAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2 -0.54 2164.0 H/C
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1141.8
1156.8
1175.7
1182.8
1243.9
1264.3
1307.3
1314.9
1321.9
1326.3
1359.4
1362.9
1366.4
1391.9
1539.9
1551.0
1591.5

1596.0
1678.0

1800.0
2710.4

N NN P NN DNDNMDDNDDNDDNDDNMNDNDNDNDDNDDNDDN

—_

1
1

(Hex)2 (HexNACc)2 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)3 (HexNACc)2 + (Man)3(GlcNAc)2
(HexNACc)1 (Desoxihexose)l (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2
(HexNACc)4 (Desoxihexose)l + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)3 (HexNACc)2 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)2 (HexNACc)3 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)1 (HexNACc)2 (Desoxihexose)2 (NeuAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)2 (HexNACc)2 (Desoxihexose)3 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)2 (HexNACc)2 (Desoxihexose)1 (NeuAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)5 (HexNACc)1 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GIcNAc)2
(Hex)1 (HexNACc)1 (Desoxihexose)4 (NeuAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(HexNAc)4 (Desoxihexose)l (NeuAc)1 + (Man)3(GIcNAc)2
(Hex)3 (HexNACc)3 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GIcNAc)2
(Hex)4 (HexNACc)2
(Hex)3 (HexNACc)3 (Desoxihexose)3 + (Man)3(GlcNAc)2 (Hex)1
(HexNACc)7 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)4 (HexNAc)4 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GIcNAc)2

(Hex)2 + (Man)3(GlcNAc)2
(HexNACc)2 + (Man)3(GlcNAc)2

(Hex)3 + (Man)3(GlcNAc)2
(Hex)3 (HexNACc)3 (Desoxihexose)1 + (Man)3(GIcNAc)2

0.444
0.433
-0.777
0.391
0.544
0.417
0.38
-1.534
-0.529
1.67
1.528
-0.582
0.517
0.185
-0.76
1.412
1.491

0.185
0.132

0.186
1.017

2175.0
2205.1
22441
2257.1
2379.1
2420.
2506.2
2523.2
2536.2
2542.2
2609.3
2618.3
2624.3
1306.6
29724
2992.5
3073.5

1510.7
1592.8

1714.8
2624.3

H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C
H/C

H/C
H/C
H/C

RM
H/C

RM
H/C
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3095-1432

1149-1432

6879-2818
1395-1097

3105-1432

4025-2059

4027-2818 e 4027-2059

4027-2818 e 4027-2059

Abreviagoes: Hex= hexose, GIcNAc = N-acetillglicosamina, Man= manose, NeuAc= acido neuraminico.

* De acordo com o programa Glycomod (http://ca.expasy.org/tools/glycomod/).

**Classificagdo da estrutura: RM= rico em manose; H/C= hibrido/ complexo

*** GlycoSuite database accession number (http:/ / glycosuitedb.expasy.org/ glycosuite/ glycodb).
As massas apresentadas em vermelho correspondem aos ions selecionados para MS» para determinagdo da topologia isomérica.
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Uma caracteristica interessante inerente a esta andlise foi que nao verificamos

nenhuma composicdo de N-glicanos que pudesse indicar uma diferenca entre as

amostras analisadas,ou seja, a composicao de N-glicanos liberados das glicoproteinas

dos venenos de filhotes e adultos foi idéntica (Figura 21).
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Figura 21: Espectro representativo (MS!) da anélise de dos N-glicanos liberados das glicoproteinas (1
mg) dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca.

Como apresentado na Tabela 14, foram verificados alguns ions que

apresentaram identidade no banco de dados de composicao de glicanos GlycoSuite

database (GSDB; http:/ /glycosuitedb.expasy.org/glycosuite/glycodb). Por exemplo,

a composicdo (Hex)2(Man)s(GlcNAc)z, ja havia sido reportada para o ion 1596.0
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[M+Na]* como sendo a de um glicano N- ligado a uma lectina com especificidade
por galactose, isolada do veneno de Trimeresurus stejnegeri (nimero de acesso no
GSDB 4027-2059) (Zeng et al. 1999), ou N-ligado ao Cobra Venom Factor isolado da
serpente Naja kaouthia (nimero de acesso no GSDB 4027-2818) (Gowda et al. 2001).

Dado o fato de uma mesma composicao glicidica poder apresentar uma
diversidade de estruturas possiveis (isomeros estruturais), trés dos ifons mais
abundantes presentes no espectro de MS! de N-glicanos do veneno de filhotes e
adultos foram selecionados para determinacdo da topologia isomérica. A 16gica por
trds deste tipo de abordagem que utiliza espectrometros do tipo Ion Trap
(pioneiramente introduzida pelo grupo do professor Dr.Vernon N. Reinhold do
Glycomics Center, da Universidade de New Hampshire, Durham, Estados Unidos)

estd apresentada na Figura 22 e revisada em Ashline et al. (2005).
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Figura 22: Detalhes estruturais de glicanos revelados por MSn. A parte esquerda da figura apresenta
duas topologias possiveis para o ion 1596.0 [M+Na]* (de composicdo (Hex)2(Man)s3(GlcNAc)2) que sao
resolvidas por etapas seqiienciais de espectrometria de massas (MS") para as diferentes topologias
(figura da direita).
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As Figuras 23, 24 e 25 apresentam os ions selecionados para a verificagdo da topologia isomérica; sdo eles: 1596.0 [M+Na]*

(composigao:

(Hex)2(Man)3(GIcNAc)2), 8151 [M+2Na]** (composicdo:

[M+2Na]?* (composicao: (Hex)2 (HexNAc)1(Man)s(GlcNAc)2).
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Figura 23: Vias de fragmentagdo seguidas para determinagdo de topologia de isomeros para o ion de m/z 1596. Os espectros sdo representativos para os N-
glicanos de filhotes e adultos. A por¢do esquerda da figura indica as topologias verificadas e os espectros da direita representam as vias (MS») seguidas. NL:
Normalization Level intensity.A interrogacao indica posicdes nao resolvidas do residuo de hexose na estrutura encontrada. A e B indicam as duas topologias

encontradas.
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Figura 24: Vias de fragmentacdo seguidas para determinagdo de topologia de isdbmeros para o ion de m/z 815.02*. Os espectros sao representativos para os N-
glicanos de filhotes e adultos. A porcdo esquerda da figura indica a topologia verificada e os espectros da direita representam as vias (MS») seguidas. NL:
Normalization Level intensity. A interrogacdo indica posi¢des nao resolvidas do residuo de N-acetil hexosamina na estrutura encontrada.
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Figura 25: Vias de fragmentacdo seguidas para determinagdo de topologia de isdmeros para o ion de m/z 932.82*. Os espectros sao representativos para os N-
glicanos de filhotes e adultos. A porcdo esquerda da figura indica a topologia verificada e os espectros da direita representam as vias (MS») seguidas. NL:

topologias encontradas.

Normalization Level intensity. A interrogacdo indica posi¢des nao resolvidas do residuo de N-acetil hexosamina na estrutura encontrada.A e B indicam as duas
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A fragmentagdo (MS?) do precursor de m/z 1596.0 resultou num ion
proeminente da série B (m/z 1302.9), como resultado da perda neutra da extremidade
redutora, como apresentado na Figura 23. A selecdo deste produto (m/z 1302.9) para
fragmentacao posterior (MS?) gerou um ion de m/z 1084.7, resultado da perda neutra
de uma hexose terminal completamente metilada em suas hidroxilas, mas com uma
hidroxila livre (originalmente participante da ligacdo glicosidica). Uma fragmentacao
subseqtiente (MS*#) deste produto (m/z 1084.7) resultou em outra perda neutra de
uma hexose terminal completamente metilada, gerando o ion de m/z 866.6. Nesta
etapa (MS*) ainda ndo hd uma distincdo clara das duas topologias (A e B)
apresentadas na Figura 23. Contudo, a fragmentacdo (MS°) e andlise dos ions-filho
deste produto (m/z 866.6) sugerem duas topologias distintas. O fragmento de m/z
621.5 corresponde a perda neutra de um residuo de HexNAc com uma hidroxila livre
e o fragmento de m/z 676.4 corresponde a perda neutra de uma hexose com duas
ramificagdes. Assim, de forma resumida, as vias de fragmentagdo (MS") que foram

seguidas para as estruturas propostas na Figura 23 sao:

1596.0>1302.921084.7-2866.6»621.5 (topologia A) e 676.5 (topologia B).

A fragmentacdo (MS?) do precursor duplamente carregado de my/z 815.0%*
(Figura 24) gerou o fragmento de m/z 1348.0, como resultado da perda neutra de uma
HexNAc completamente metilada com uma hidroxila livre. Contudo, o ion mais
intenso deste espectro de MS? apresenta m/z 1143.8. Selecionando o ion m/z 1348.0
para fragmentagao (MS?) obtivemos um ion proeminente de my/z 880.6, resultado de
uma perda neutra correspondente a um residuo de HexNAc fucosilado (proveniente
da extremidade redutora). A fragmentacao (MS*) deste produto (m/z 880.6) resultou
no ifon de m/z 662.5, que corresponde a perda neutra de um residuo de HexNAc
interno com uma hidroxila livre. Neste ponto, a estrutura mais provavel é aquela
apresentada na Figura 24. Embora ndo necessdria, uma fragmentagdo subseqiiente
(MS?) do produto de my/z 662.5, gerou os ions de m/z 458.3 e m/z 417.4, que sdo o
resultado de perdas neutras de uma hexose ramificada com uma hidroxila livre e um
residuo de HexNAc interno, respectivamente. Assim, a via de MS" proposta para a

estrutura apresentada na Figura 24 é: 1630 (= 815.02*)=»1348.0-»880.6=»662.5.

Resultados

93



Finalmente, a fragmentacdo (MS?) do ion duplamente carregado, de m/z
932.8%*, (Figura 25) gerou o fragmento my/z 1378.0, resultado da perda neutra
correspondente aos residuos HexNAc-Hex (este tltimo com uma hidroxila livre).
Selecionando este ion (1378.0) para o passo seguinte de fragmentacao (MS3),
obtivemos o fragmento de m/z 1084.8, correspondente a perda neutra da extremidade
redutora (Figura 25). Novamente, até este estagio (MS?®) ainda nao havia nenhum
indicio das duas topologias (A e B) propostas pela Figura 25. A andlise subseqiiente
(MS%) do ion de m/z 1084.8 resultou nos ifons de m/z 866.6 e m/z 880.6, que
correspondem a perdas neutras de uma hexose totalmente metilada e uma hexose
interna com uma hidroxila livre, respectivamente. Este altimo produto (m/z 880.6) é
um forte indicio da topologia A proposta na Figura 25, enquanto o primeiro (de m/z
866.6) poderia ter vindo de ambas as topologias A e B. Por fim, a fragmentacao (MS?)
do ion de m/z 866.6 gerou o ion de my/z 648.3, resultado da perda neutra de uma
hexose terminal completamente metilada, evidenciando assim a estrutura proposta
em B (Figura 25). Contudo, o sinal mais intenso neste espectro de MS?® é o ion de m/z
662.5, que é o resultado da perda neutra de uma hexose ramificada com uma
hidroxila livre (presente no isomero A). Assim, a via de MS» proposta para as
topologias A e B na Figura 25 sdo: 1865.6 (=932.82*)=» 1378.0-21084.8=2880.6
(topologia A) e 1865.6=21378.021084.8=2866.6=2648.3 (topologia B).

Uma observagao importante deste experimento de MS» é que nao verificamos
nenhuma estrutura exclusiva para os N-glicanos liberados dos venenos de filhotes ou
adultos, isto é, seguindo as vias informadas, as topologias A e B (Figuras 23 e 35) e a
topologia apresentada na Figura 24 foram exatamente as mesmas para ambas as
amostras de N-glicanos. Contudo este resultado ndo implica na inexisténcia de outras
topologias para estes fons (além daquelas apresentadas nesta andlise) ou mesmo
outras topologias para as diversas composicdes que ndo foram analisadas por MS»
(Tabela 14). Desta forma, assumindo que a composicao de N-glicanos parece nao
diferir entre as amostras é possivel sugerir que as diferencas principais entre os N-
glicanos de ambos os venenos estariam na utilizacdo dos sitios de N-glicosilagao,
como apresentado na Figura 26 (um detalhamento pormenorizado desta hipotese

sera apresentado na discussao deste trabalho).
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Filhotes i E Filhotes Filhotes
Adultos i Adultos Adultos

W

A B C
Diferencas na utilizacao dos

Diferencas em isomeros (A+B)
motivos de glicosilacao (NXS/T) estruturais/composicionais

{diferentes niveis de glicosilacdo utilizando o
mesmo core glicidico)
n = Glicoproteina

. = N-Acetilglicosamina (GlcNAc)
O = Galactose (Gal)
. = Manose (Man)

Figura 26: Hipoteses para a geracdo de variabilidade nas glicoformas de glicoproteians com agtcares N-ligados nos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca.
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4.3 Analise peptidomica

Pela analise do perfil peptidico dos venenos por espectrometria de massas do
tipo MALDI-ToF, observamos perfis distintos para os venenos de filhotes e de

adultos (Figura 27).
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Figura 27: Espectro de massas representativo da fragdo peptidica dos venenos de filhotes e adultos de B.
jararaca analisada por MALDI-ToF.
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Uma incubagao prévia dos venenos com inibidores de metaloproteinases e serinoproteinases (EDTA 10 mM e PMSF 2 mM,
respectivamente) resultou em uma diminuicdo da complexidade no espectro de massas observado (Figura 28). Esses resultados
sugerem a participacdo destas classes de enzimas em processos de protedlise de componentes dos venenos (ou até mesmo
processos autoliticos), que serdo discutidos adiante. A Tabela 15 apresenta as massas observadas por MALDI-ToF antes e apds a

incubacdo prévia com os inibidores (EDTA e PMSF).

Filhotes n | +EDTA10mM | | +PMSF2mM

Adultos | +EDTA10mM | 5|+ PMSF 2 mM

—sathnsr a7

,,,,,

Figura 28: Espectro de massas (MALDI-ToF) representativo dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca na auséncia ou presenca de inibidores (EDTA 10
mM ou PMSF 2 mM).
Resultados




98

Tabela 15: Valores de m/z obtidos na anélise dos venenos de B. jararaca por espectrometria de massas
(MALDI-ToF). Os numeros marcados em vermelho representam massas de peptideos potenciadores
de bradicinina (BPPs), ja descritos no veneno de B. jararaca (conforme lanzer et al. 2004).

Amostra m/z + EDTA +PMSF
[M+H]+ 10 mM 2 mM
825,1; 844,4; 1044,1; 1095,7; 1101,7; 1117,7; 1123,7; 1101,52; 607,74;
Veneno 1189,7; 1196,7; 1213,7; 1215,7; 1237,7; 1240,6; 1189,45; 1095,53;
de 1259,7; 1279,8; 1296,8; 1297,8; 1299,8; 1331,8; 1215,65; 1098,53;
filhotes 1321,7; 1343,9 1353,8; 1357,9; 1368,8; 1370,8; 1297,55; 1101,50;
1386,8; 1392,8; 1402,8; 1408,8; 1414,8; 1486,9; 1370,60 1189,46;
1512,4; 1557,9;1564,0; 1685,0; 1813,1 1193,48;
1196,48;
1215,42;
1297,42;
1343,19;
1353,24;
1357,15;
1367,83;
1370,40

607,76; 607,41;
1095,61; 780,75;
1218,43; 844,78;
1189,53; 1095,29;
1297,45; 1101,43;
1370,49 1187,32;
1189,45;
1196,37;
1213,37;
1215,43;
1294,40;
1297 ,46;
1367,53;
1370,46;

Veneno 761,4; 780,4; 811,2; 825,2; 841,4; 844,6; 864,5;
de 1015,2; 1044,3; 1095,8; 1011,8; 1117,7; 1189,8;
adultos 1196,8; 1215,9; 1240,9; 1280, 0; 1296,4; 1297,2;
1298,1; 1300,0; 1358,0; 1370,3; 1386,9; 1393,1;
1402,5; 1408,8; 1415,0; 1487,1; 1524,2; 1685,1

O contetido de peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs) conhecidos nao
pareceu diferir expressivamente entre as amostras de veneno de filhotes e adultos.
Curiosamente, o espectro obtido apds a incubagdo prévia das amostras com EDTA 10
mM mostra que a massa 607,76 aparece apenas no veneno de adultos. Quando
previamente incubado com EDTA 10 mM o peptidoma do veneno de filhotes

apresentou apenas massas correspondentes a de BPPs conhecidos.
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Em uma abordagem complementar, exploramos o peptidoma dos venenos de
tilhotes e adultos por LC-MS/MS e os espectros resultantes foram submetidos a
busca em banco de dados. Neste tipo de abordagem foi possivel verificar, além de
espectros correspondentes a estruturas primérias de BPPs ja descritos (lanzer et al.
2004) alguns “novos” BPPs (Tabela 16), com estruturas primdrias que diferem
daquelas canodnicas ja reportadas na literatura toxinolégica (Murayama et al. 1997;
Ianzer et al. 2004). O precursor dos BPPs de B. jararaca foi descrito inicialmente por
Murayama e colaboradores (Murayama et al. 1997) e apresenta uma estrutura

singular, representada na Figura 29.

BPPs pHpG PN

Peptideo sinal Linker BPP 10a Linker BPP 13a
MVLSRLAASGLLLLALLALSVDGKPVQOQWA[OEIAU €I 145 KVOQWA[e]elej i gdelg=iigy

Linker BPP 10a Linker BPP 11b Linker BPP 11c BPP 5a

INRY/0/0) WNQONWPHPQIPP|HRYO[0)WNQGRAPGPPIPPINAYO @) WNQGRAPHPPIPPINGIQKWA

BPP 5a
QKWA LLQPHESPASGTTALREELSLGPEAASGVPSAGAEVGRSGSKAPAAPHRLSKS

bHpG Peptideo
KGAAATRPMRDLRPDGKQARQNWGRMA|si510)515V:V.V.{e{elelelelefe(e(eV.-\RRLKGLAKK

natriurético

GCFGLKLDRIGTMSGLGC

Figura 29: Representagdo esquematica do precursor dos BPPs de B. jararaca (baseado na
entrada BAA12879.1 - do banco de dados Swiss-Prot). SP: Peptideo sinal; BPPs: Peptideos
potenciadores de bradicinina; pHpG: peptideo rico em histidinas e glicinas; PN: Peptideo
natriurético.
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Tabela 16: Peptideos Potenciadores de Bradicinina (BPPs) identificados no veneno de B. jararaca no experimento de LC-MS/MS.

BPP identificado* Estrutura primaria gi number** m/z z
Veneno de filhotes

BPP 10a <ESWPGPNIPP gi| 1580720 | 538.28 +2
BPP 10b <ENWPRPQIPP gi| 1580720 | 608.34 +2
BPP 10c + <EQWA (na extremidade N-terminal) <EQWAQNWPHPQIPP gi| 82095681 | 855.29 +2
BPP 11e +AP (na extremidade C-terminal) <EARPPHPPIPPAP gi| 82095681 | 679.39 +2
BPP 11e +APL (na extremidade C-terminal) <EARPPHPPIPPAPL gi| 82095681 | 735.84 +2
BPP 12c <EWAQWPRPQIPP gi| 150438850 | 743.76 +2
BPP 13a <EGGWPRPGPEIPP gi| 82095681 | 685.75 +2
BPP 13a sem<EG (na extremidade N-terminal) GWPRPGPEIPP gi| 82095681 | 601.83 +2
BPP 13a +<EWA (na extremidade N-terminal) <EWAQGGWPRPGPEIPP  gi|82095681 | 878.80 +2
BPP 13a +<EQWA (na extremidade N-terminal) <EQWAQGGWPRPGPEIPP gi|82095681 | 942.77 +2
BPP 14a <EWAQWPRPTPQIPP gi| 150438852 | 843.27 +2
Veneno de adultos +2
BPP 10a <ESWPGPNIPP gi|1580720 | 538.28 +2
BPP 10b <ENWPRPQIPP gi|1580720 | 608.32 +2
BPP 10c +<EQWA (na extremidade N-terminal) <EQWAQNWPHPQIPP gi| 82095681 | 855.61 +2
BPP 11e +AP (na extremidade C-terminal) <EARPPHPPIPPAP gi| 82095681 | 679.29 +2
BPP 11e +<EQWA (na extremidade N-terminal) e AP (na

extremidade C-terminal) <EQWAQARPPHPPIPPAP  gi|82095681 | 935.78 +2
BPP 13a <EGGWPRPGPEIPP gi| 82095681 | 685.74 +2
BPP 13a +<EWA (na extremidade N-terminal) <EWAQGGWPRPGPEIPP  gi|82095681 | 878.77 +2
BPP 13a +<EQWA (na extremidade N-terminal) <EQWAQGGWPRPGPEIPP gi|82095681 | 942.70 +2
BPP 14a <EWAQWPRPTPQIPP gi| 150438852 | 842.71 +2
BPP/CNP precursor - Bothrops insularis <ELGPPPRPQIPP gi|20069129 | 640.40 +2

<E representa um residuo de acido piroglutamico;*De acordo com nomenclatura descrita por lanzer et al. (2004); **gi number conforme o National
Center of Biotechnology Information (NCBI). As letras em negrito denotam as estruturas canonicas dos BPPs.
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De acordo com os dados presentes na Tabela 16 é possivel notar algumas
estruturas primarias destoantes daquelas ja relatadas para BPPs, como por exemplo,
a presenca de um tetrapeptideo N-terminal (<E-Q-W-A; parte da seqiiéncia
denominada linker, V-Q-Q-W-A, na Figura 29) que precede o inicio do BPP

“maduro”.

4.4 Analise transcriptomica

4.4.1 Construcao das bibliotecas de cDNA de filhotes e adultos de B. jararaca

A quantidade de RNA total extraido variou expressivamente entre filhotes e
adultos, uma caracteristica previsivel dado o tamanho dos animais e das respectivas
glandulas de veneno. Obtivemos cerca de 1 mg de RNA total extraido das glandulas
de filhotes e um valor 5 vezes maior para as glandulas de adultos (5,5 mg, sendo 3,9
mg da glandula de fémeas adultas e 1,7 mg da glandula de machos adultos). A
Figura 30 apresenta o perfil eletroforético do RNA total extraido das glandulas de

filhotes e adultos e avaliado em gel de agarose-formaldeido.

Figura 30: Gel de agarose (1,2%)-formaldeido evidenciando o
perfil do RNA total (10 pg) extraido e utilizado na construgdo
das bibliotecas de filhotes e adultos. (as bandas majoritarias
correspondem as subunidades 185 e 285 do RNA ribossémico).
1: RNA total extraido das glandulas de filhotes; 2 e 3 RNA total
extraido das glandulas de machos adultos e fémeas adultas,
respectivamente.
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Durante a purificacdo do RNA mensageiro (nNRNA) optamos por realizar uma
recromatografia do material eluido, o que apresentou como vantagem a maior
pureza do mRNA, contudo diminuiu o rendimento do produto purificado. De
acordo com nossos célculos, o rendimento final do mRNA purificado variou de 4 ng
para filhotes a aproximadamente 21 pg para adultos (8,8 ng para machos adultos e
12,7 ng para fémeas adultas). Apds a construcdo das bibliotecas e subseqiiente
transformacao de células bacterianas eletrocompetentes, selecionamos aleatoriamente
alguns clones das bibliotecas de adultos, que foram digeridos com as enzimas de

restricdo Eco RI e Bam HI para observacdo do tamanho dos insertos inseridos (Figura

31).

p 12 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 31: Gel de agarose 1% evidenciando a distribuicao dos insertos de clones aleatérios das
bibliotecas de cDNA dos animais adultos (machos e fémeas). P: padrdao de DNA (lambda/Hind
III). Pogos 1 a 10: clones da biblioteca de machos adultos. Pogos 11 a 19: clones da biblioteca de
fémeas adultas.

E possivel notar uma distribuicio de insertos variando entre
aproximadamente 1,5 kb e 400 pb; contudo, ha que se ressaltar que alguns insertos
podem ter sido fragmentados pela presenca (em sua estrutura) de sitios de restrigdo
para as enzimas utilizadas nesta andlise (Eco RI e/ou Bam HI'). A anélise do tamanho
dos insertos de clones aleatérios da biblioteca de cDNA de filhotes apresentou um

padrao similar, evidenciado na Figura 32.

Resultados




103

P p 1 2 3 4 5 6
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Figura 32: Gel de agarose 1% mostrando a distribui¢do de tamanho dos
insertos da biblioteca de filhotes. P: padrdo de DNA (lambda/Hind III).
Pocos 1 a 6: DNA plasmidial extraido de clones aleatérios que foram
submetidos a digestdo com enzimas de restricdo Bam HI e Eco RI para
liberacgao dos insertos.

4.4.2 Montagem e analise dos clusters

Ao longo deste projeto, foram seqiienciados 2166 clones aleatérios das
bibliotecas de cDNA das glandulas de veneno de B. jararaca. Estes clones foram
distribuidos da seguinte forma: 1045 clones da biblioteca de filhotes e 1121 clones da
biblioteca de adultos (sendo 533 da biblioteca de fémeas adultas e 588 da biblioteca
de machos adultos). Apds o seqiienciamento, todas as seqiiéncias obtidas foram
tratadas para remocdo de segmentos do vetor, caudas poli (A/T) e regides de baixa
qualidade, conforme os parametros descritos no sub-item 3.7.1.

A montagem dos clusters foi feita utilizando-se todas as ESTs, independente da
idade ou sexo do animal. Optamos por efetuar a montagem desta forma no intuito de
otimizar a sobreposicdo das ESTs. Depois de agrupadas em clusters ou singletes
(seqiliéncias ndo agrupadas em nenhum cluster) o tamanho das seqtiéncias variou de
153 a 2340 pb, com uma média de 509,6 pb. Para as andlises seguintes os clusters
foram tratados como transcritos tnicos, embora haja a possibilidade de que alguns

deles compreendam por¢des diferentes de um mesmo transcrito.
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Conforme descrito no sub-item 3.7.1, foram estabelecidas 3 categorias gerais:
Toxinas, Nao-toxinas (transcritos celulares) e No hit (clusters que ndo apresentaram
similaridade com nenhuma seqiiéncia depositada nos bancos de dados analisados).
A Figura 33 apresenta a composicdo relativa das categorias com base nos clusters

analisados.

NoHit
12 4% NoHit

14,7%

Filhotes Adultos

No Hit
No Hit 12,3%

17,0%

Machos Fémeas
adultos adultas

Figura 33: Participacdo dos clones das bibliotecas de ¢cDNA de B. jararaca na composicao das
categorias analisadas (Toxinas, Ndo toxinas e No hit).

De uma forma geral, a distribuicdio das porcentagens nas categorias foi
semelhante entre as amostras analisadas (filhotes, adultos, machos adultos e fémeas
adultas). Por se tratar de um tecido altamente especializado na produgao,
armazenamento e secrecdo de toxinas, ndo surpreendentemente a maioria dos
transcritos amostrados correspondeu a toxinas, seguido por transcritos celulares e
transcritos cuja similaridade ndo foi correlacionada com nenhuma seqiiéncia

conhecida até o momento da andlise dos dados. A Tabela 17 mostra uma
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representacdo dos 965 clusters montados a partir de 2166 clones derivados das
bibliotecas de cDNA de B. jararaca. Cerca de 61% das seqiiéncias identificadas
corresponderam a toxinas, enquanto aproximadamente 39% corresponderam a
trancritos celulares. Contudo, a diversidade desta ultima categoria é quase duas

vezes maior que aquela verificada para os transcritos correspondentes a toxinas.

Tabela 17: Representacdo dos 965 clusters montados a partir das ESTs derivadas de 2166 clones das
bibliotecas de cDNA das glandulas de veneno de filhotes e adultos (machos e fémeas) de B. jararaca.

Categoria N° de N°de Redundidncia  Representagao

clusters clones (Clone/cluster) sobre os clones
identificados

No hit 255 283 1,1 -

Funcao desconhecida 38 46 1,2 -

DNA mitocondrial 41 89 2,1 -

Seqiiéncias identificadas 100%

Similares a transcritos/proteinas 235 1071 45 61,2%

de toxinas

Similares a transcritos/proteinas 396 677 1,7 38,8%

celulares

TOTAL 965 2166

4.4.3 Analise dos clusters de toxinas

E importante ressaltar que o enfoque da analise deste trabalho nzo é de
descrever o transcriptoma da glandula de veneno de B. jararaca (mesmo porque uma
analise deste tipo ja foi reportada por Cidade et al. (2006)), mas sim apontar as
diferencas/semelhancas no padrao de expressao génica entre as diferentes amostras
analisadas (machos e fémeas adultas e filhotes e adultos).

Os clusters correspondentes a toxinas estdao apresentados na Tabela A7
(clusters correspondentes a DNA mitocondrial e aqueles da categoria No hit nao
estio apresentados). E possivel perceber que dentre as familias de toxinas
verificadas, as metaloproteinases apresentam uma grande diversidade, com 89
clusters, seguido por lectinas tipo C (58 clusters), serino proteinases (27 clusters),

peptideos potenciadores de bradicinina (25 clusters) e fosfolipases A2 (12 clusters).
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Na categoria Outras foram agrupados singletes em sua maioria. Nesta
categoria estdo presentes transcritos variados, como nucleotidases, hialuronidases,
peptidases e neurotoxinas. O baixo ntmero de clones correspondentes a estes
elementos sugere que estas toxinas sdo componentes minoritdrios no veneno desta
espécie.

Os resultados apresentados na Figura 34 e Tabela 18 apontaram importantes
diferencas na expressao de toxinas putativas entre as bibliotecas de cDNA analisadas

(filhotes e adultos; machos e fémeas adultas).

Lectinas .
Outr, i
25 svVEGF 10,89 FllhOteS VEGF < NGF AdultOS

23,200
3.3% 2

vrer Machos Fémeas
v . svNGF .

0.8% L;;hﬁ:ﬂlzs 25% ddu ltOS Lectinas adu ltaS
Qutras )

1.2%

CRISP
0.4%

LAAO
2.5%

PLA2
17.6%

25.4%

Figura 34: Representagdo dos transcritos de toxinas putativas de B. jararaca. MPs: metaloproteinases;
SPs: serino proteinases; BPPs: peptideos potenciadores de bradicinina; PLA2: fosfolipases A2; LAAO:
L-aminoacido oxidases; CRISPs: proteinas secretadas ricas em cisteinas; svVEGF: fatores de
crescimento do endotélio vascular; svNGF: fatores de crescimento de nervo.
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Tabela 18: Clusters correspondentes a toxinas putativas das bibliotecas de cDNA de B. jararaca,
suas proporgdes e redundancias (clones/cluster). A- Biblioteca de filhotes; B- Biblioteca de adultos;

C- Biblioteca de machos adultos; D- Biblioteca de fémeas adultas.

% na
N° de N° de % no categoria Redundancia
Categoria clusters clones total* (toxinas) (clone/cluster)
MPs 63 260 26,1 53,2 4,1
SPs 10 16 1,6 3,3 1,6
BPPs 12 47 4,7 9,6 3,9
PLA2 4 63 6,3 12,9 15,8
LAAO 1 3 0,3 0,6 3,0
CRISPs 1 13 1,3 2,7 13,0
Outras 7 8 0,8 1,6 1,1
svVEGF 5 26 2,6 53 52
Lectinas 27 53 53 10,8 2,0
TOTAL 130 489 49 100
% na
Categoria N° de N° de % no categoria Redundincia
clusters clones total* (toxinas) (clone/cluster)
MPs 41 174 16,1 29,9 4,2
SPs 22 47 44 8,1 2,1
BPPs 23 135 12,5 23,2 59
PLA2 10 55 51 9,5 55
LAAO 4 14 1,3 24 3,5
CRISPs 1 6 0,6 1,0 6,0
Outras 6 6 0,6 1,0 1,0
svVEGF 5 9 0,8 15 1,8
Lectinas 43 130 12,0 22,3 3,0
svNGF 1 6 0,6 1,0 6,0
TOTAL 156 582 53,9 100
Categoria N° de Ne° de % no % na categoria Redundincia
clusters clones total* (toxinas) (clone/cluster)
MPs 16 62 11,09 254 3,9
SPs 15 21 3,76 8,6 14
BPPs 15 62 11,09 254 4,1
PLA2 9 43 7,69 17,6 4,8
LAAO 2 6 1,07 2,5 3,0
CRISPs 1 1 0,18 04 1,0
Outras 3 3 0,54 1,2 1,0
svVEGF 2 2 0,36 0,8 1,0
Lectinas 24 38 6,80 15,6 1,6
svNGF 1 6 1,07 2,5 6,0
TOTAL 88 244 43,6 100
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Categoria N° de N° de % no % na categoria Redundancia
clusters clones total* (toxinas) (clone/cluster)
MPs 30 112 21,5 33,1 3,7
SPs 11 26 5,0 7,7 2,4
BPPs 19 73 14,0 21,6 3,8
PLA2 5 12 2,3 3,6 2,4
LAAO 4 8 1,5 2,4 2,0
CRISPs 1 5 1,0 1,5 5,0
Outras 3 3 0,6 0,9 1,0
svVEGF 4 7 1,3 21 1,8
Lectinas 31 92 17,7 27,2 3,0
TOTAL 108 338 64,9 100

MPs: metaloproteinases; SPs: serino proteinases; BPPs: peptideos potenciadores de bradicinina;
PLA2: fosfolipases Ay LAAO: L-aminoacido oxidases; CRISPs: proteinas secretadas ricas em
cisteinas; svVEGF: fator de crescimento do endotélio vascular; ssvNGF: fator de crescimento de
nervo.*A porcentagem no total se refere ao total de ESTs seqiienciadas da biblioteca em questao.

E possivel perceber que metaloproteinases estdo entre as toxinas mais
expressas em todas as amostras analisadas. O grande ntmero de clusters
pertencentes a esta categoria é também um indicio da alta diversidade desta familia
de toxinas. Uma descricdao dos resultados referentes as diferentes bibliotecas esta
apresentada a seguir.

H4 wuma abundancia de ESTs na composicdo de alguns clusters
correspondentes a metaloproteinases; alguns exemplos sdo os clusters BJOTD0125C
(13 clones oriundos da biblioteca de filhotes, num total de 17 clones), BJOTD0203C- o
cluster mais expresso- (40 clones oriundos da biblioteca de filhotes, num total de 76
clones), BJOTD0226C (23 clones oriundos da biblioteca de filhotes, num total de 24
clones). Transcritos correspondentes a fatores de crescimento do endotélio vascular e
proteinas secretadas ricas em cisteinas também tém expressdao pronunciada na
glandula de filhotes de B. jararaca. Esses resultados corroboram, em parte, aqueles
verificados na andlise do proteoma do veneno de filhotes por eletroforese
bidimensional e também aqueles obtidos com a marcacao is6bara de peptideos deste
veneno (apresentados na Figura 10 e Tabela A5, respectivamente). Um exemplo é o
caso de um svVEGF que foi identificado e quantificado no experimento de iTRAQ (o
peptideo NPEEGEPR proveniente de um svVEGF apresentou uma abundancia

relativa quase 4 vezes maior no veneno de filhotes; ja na analise da proporcao geral
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de transcritos correspondentes a toxinas, svVEGFs sdo 3,5 vezes mais abundantes na
glandula de filhotes em relacdo a de adultos-Tabela A5 e Figura 34). Outro exemplo é
o peptideo YWFFPAK proveniente de uma fosfolipase A2 4cida (gi|129420 |, Tabela
A5) que foi identificado e quantificado no experimento de iTRAQ com uma
abundancia cerca de 6 vezes maior no veneno de filhotes. De fato, o cluster
BJOTDO0112C apresentou similaridade de 85% também com uma fosfolipase acida
(g1]25140377|) pela analise de BlastX (Tabela 18). Este cluster apresenta em sua
composicdo 51 ESTs da bilbioteca de filhotes e 14 ESTs da bilbioteca de adultos,
caracteristica que sugere a maior expressdo de fosfolipases acidas no veneno de
filhotes.

Por outro lado, a andlise da biblioteca de adultos mostrou que lectinas tipo C,
peptideos potenciadores de bradicinina e serinoproteinases tém maior expressao na
glandula de adultos de B. jararaca (uma diferenca de cerca de 2 vezes em relagdo a
glandulas de filhotes). Os clusters BJOTD0067C e BJOTDO0079C sdo exemplos de
clusters de lectinas tipo C que ndo apresentam em sua composi¢cdo nenhuma EST da
biblioteca de filhotes. Estes dois clusters estdo entre os mais expressos na glandula de
adultos. Com relagdo as serinoproteinases, diversos clusters sdo também exclusivos
de adultos, como por exemplo o cluster BJOTD0014C. A similaridade deste cluster é
com uma serinoproteinase de B. jararaca, resultado da traducdo da seqiiéncia
nucleotidica do clone HS5114 de uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno de
B. jararaca reportado por Saguchi e colaboradores (2005). No caso dos BPPs, o cluster
BJOTDO0178C destaca-se por ser o mais expresso, representado com 55 ESTs, das
quais 46 sdo provenientes da biblioteca de adultos.

Da mesma forma que para os filhotes, estes resultados também apresentaram
correspondéncia com aqueles obtidos na analise protedmica (Figura 10-B e Tabela 8).
Um exemplo desta correlagdo sao os spots 7, 8 e 9, identificados como lectinas tipo C e
pronunciados no gel bidimensional do veneno de adultos (Figura 10-B). Além disso,
o peptideo IFWFNR, também correspondente a uma lectina tipo C, apresentou uma
abundancia relativa cerca de 4 vezes maior no veneno de adultos (Tabela A5).

A comparacdo entre as bibliotecas de cDNA das glandulas de machos e

fémeas adultas também apresentou algumas diferencas importantes, embora mais
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sutis. A expressdo de fatores de crescimento do endotélio vascular, metaloproteinases
e lectinas tipo C foi mais acentuada na glandula de fémeas adultas de B. jararaca. Se
compararmos estes resultados com aqueles verificados nos géis bidimensionais de
adultos de B. jararaca é possivel perceber que a regido de baixa massa molecular, que
compreende, entre outras classes de toxinas, as lectinas tipo-C, apresenta-se de fato
mais povoada no gel de fémeas (regido III, Figura 11-B). Por outro lado, a expressao
de fosfolipases A2 foi maior na glandula de machos. Um resultado que também nos
chamou a atencdo é a ocorréncia de transcritos correspondentes a fatores de
crescimento de nervo somente na biblioteca de machos adultos. Novamente aqui ha
também uma boa correlagio entre os dados obtidos na andlise protedmica,
especificamente no perfil protéico visualizado no gel bidimensional de machos
adultos (Figura 12) - identificamos um spot correspondente a um fator de crescimento
de nervo apenas no veneno de machos adultos (spot 5, Figura 12) (a mesma regiao do
gel de fémeas adultas ndo apresentou um spot correspondente). Obviamente o
seqiienciamento de mais clones da biblioteca de fémeas pode eventualmente levar a
descoberta de transcritos correspondentes a NGFs, contudo o fato de essa proteina
estar praticamente ausente no veneno de fémeas pode ser um indicio de um

dimorfismo sexual nos venenos de adultos de B. jararaca.

4.4.4 Analise de Grupos de Clusters Relacionados (GCRs)

Ap6s a montagem dos clusters, foi realizado um segundo agrupamento,
menos estringente, em que se objetivou observar Grupos de Clusters Relacionados
(GCRs). Para isso, no programa CAP3 foi utilizado um valor de 66% de identidade
entre as bases presentes nos clusters e uma extensao minima de sobreposicao de pelo
menos 40 bases. Os GCRs montados foram utilizados apenas para orientar as
relacdes de similaridade entre os clusters, mas ndo para se derivar seqiiéncias-
consenso dos agrupamentos obtidos. Optamos por realizar o agupamento dos
clusters referentes a algumas familias de toxinas: metaloproteinases e
serinoproteinases, lectinas tipo C, BPPs e fosfolipases. O agrupamento dos clusters

em GCRs resultou em 38 GCRs, em que ha pelo menos 2 clusters presentes.
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Figura 35: Representacdo de GCRs selecionados (montados a partir de clusters das bibliotecas de cDNA de B. jararaca). A contribui¢do dos clones das
bibliotecas de cDNA de filhotes e adultos para um dado GCR esta evidenciada pelas diferencas de cor. SP: serinoproteinases; MP: metaloproteinases; PLA»:
fosfolipases Ao; LTC: lectinas tipo-C; BPPs: peptideos potenciadores de bradicinina.
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A Figura 35 apresenta os GCRs obtidos, bem como os produtos génicos

preditos para alguns clusters agrupados nos GCRs.

No caso das fosfolipases Az é interessante notar que quase 74% do GCR 2 é
composto por clones derivados da biblioteca de cDNA de filhotes. Neste caso, os
clusters agrupados tém como produto génico predito a fosfolipase A2 hipotensora
(gi]25140377) |) isolada do veneno da serpente B. jararacussu por Andrido-Escarso et
al. (2002). Por outro lado, o GCR 1 comppreende clusters que ndo apresentam
nenhum clone oriundo da biblioteca de ¢cDNA de filhotes. Para os BPPs, os
parametros de agrupamento utilizados resultaram no agrupamento dos clusters de
BPPs em um tnico GCR, que contou com grande participacdo de clones derivados da

biblioteca de cDNA de adultos.

A anélise dos GCRs correspondentes a serinoproteinases revelou uma grande
participagdo de clones oriundos das bibliotecas de cDNA de adultos e cujo produto
génico predito foi a serinoproteinase HS114. Contudo, ainda ndo ha atividade
biolégica descrita para esta serinoproteinase (Saguchi et al. 2005). Com relacado as
metaloproteinases, foi possivel perceber que grande parte de transcritos
correspondentes a metaloproteinases da classe P-II estdo agrupados no GCR 2 (que
nao apresenta nenhum clone derivado da biblioteca de cDNA de filhotes). Por outro
lado, o GCR 9 (que apresenta em sua composicdo um grande nimero de clones
derivados da biblioteca de cDNA de filhotes) compreende clusters cujos produtos
preditos sdo metaloproteinases da classe P-III (Berythractivase em sua maioria;
gi| 82216043 | ). Outro caso interessante é o GCR 13, cuja composicao apresentou um
numero similar de clones vindos das bibliotecas de filhotes e adultos. Neste caso, os
produtos génicos destes clusters sdo em sua maioria metaloproteinases hemorragicas

da classe P-III como a Bothropasina (gi | 209870468 | ) ou a Jararhagina (gi | 231997 |).

Verificamos também uma grande contribuicdo de clones oriundos das
bibliotecas de ¢cDNA de adultos nos GCRs correspondentes a lectinas tipo-C. Os
GCRs 3 e 4, por exemplo, agrupam diversos clustes cujo produto génico predito é a
glicoproteina ligadora de GP-Ib e a botrocetina, respectivamente. Embora com

conseqiiéncias antagonicas, ambas as lectinas tém como alvo a glicoproteina de
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superficie plaquetaria GP-Ib, que estd envolvida no processo de agregacao
plaquetdria mediado pelo Fator de von Willebrand (vide Tabela 1). O GCR 8
compreende, em sua maioria, clones provenientes da biblioteca de cDNA de filhotes.
Embora o produto génico predito para os clusters que compdoem este GCR seja a
lectina ACF 1/2 (gi|20562943|), ainda nao ha funcdo bioldgica descrita para esta

lectina até o momento.

4.4.5 Analise de alguns clusters exclusivos: metaloproteinases

Uma descrigdo detalhada dos clusters de toxinas presentes nas bibliotecas
analisadas estd além do objetivo geral deste projeto. Contudo, dadas as diferencas
verificadas na caracterizagdo protedmica e funcional dos venenos, sobretudo no que
diz respeito a grande diferenca no sub-proteoma de metaloproteinases, achamos
importante selecionar os clusters de metaloproteinases de filhotes e adultos para uma
analise mais especifica. Essa escolha torna-se necessaria quando hda a necessidade de
se caracterizar as classes de metaloproteinases presentes nos diferentes venenos
(filhotes e adultos). As metaloproteinases apresentam uma arquitetura molecular
multidominial, que tem um reflexo direto nas suas atividades biol6gicas (vide Figura
1). Assim, muito embora os hits encontrados durante as anélises por BlastX ou BlastN
sejam correspondentes a metaloproteinases, a classe a qual elas pertencem sé pode
ser confirmada por meio de uma analise das seqiiéncias de aminoacidos preditas,
para averiguacdo da presenca dos dominios funcionais (catalitico, disintegrina ou
tipo disintegrina e/ou rico em cisteinas). A Figura 36 é uma representacao gréfica

dos clusters de metaloproteinases presentes nas bibliotecas de filhotes e adultos.
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Figura 36: Representacdo grafica dos clusters correspondentes a metaloproteinases das bibliotecas de
cDNA de filhotes (F) e adultos (A) de B. jararaca. Os clusters exclusivos de filhotes estdo apresentados
a esquerda na figura; os clusters em comum entre as bibliotecas estdo apresentados no centro da
figura e aqueles exclusivos de adultos a direita. A area de cada circulo é proporcinal ao nimero de
clones agrupados no respectivo cluster (vide legenda). Grafico gerado com o programa Cytoscape 2.8.1
(Cline et al. 2007).

De acordo com a andlise da Figura 36 percebe-se que tanto a biblioteca de
filhotes quanto a de adultos apresentaram clusters exclusivos. Uma ressalva deve ser
feita com relacdo a estes achados. A sobreposi¢do de ESTs num mesmo cluster sugere
que, em teoria, elas seriam oriundas de um mesmo gene. Contudo, como dito
anteriormente, hd a probabilidade de transcritos correspondentes a um mesmo gene
serem agrupados em clusters diferentes simplesmente por serem provenientes de
regides diferentes, sem sobreposi¢do para a montagem dos clusters (por exemplo:
transcritos correspondentes a regido N e C terminal de uma mesma proteina). Assim,
embora a andlise da Figura 36 sugira a presenca de diversos clusters exclusivos, ha
que se considerar essa possibilidade.

A andlise dos 48 clusters exclusivos de metaloproteinases presentes na

biblioteca de filhotes apresentou 16 clusters cuja analise por BlastX resulta em
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similaridade de seqiiéncia com metaloproteinases da classe P-III, ou seja que
compreendem os dominios metaloproteinase, tipo disintegrina e rico em cisteinas (ou
pelo menos os dois tltimos). E importante ressaltar aqui que a analise dos clusters de
metaloproteinases ndo permite inferir o processamento pés-traducional putativo da
proteina (caracteristica que permitiria a alocacdo das proteinas maduras entre as
diferentes subclasses propostas por Fox e Serrano (2008a),apresentadas na Figura 1).
Por este motivo, optamos por designar os clusters de metaloproteinases analisados
como pertencentes a classe P-III (sem distin¢do de subclasses; ex: P-Illa-d). Da mesma
forma, como serd mostrado a seguir, no caso do cluster BJOTD0087C (um dos
exclusivos de adultos) a traducdo da seqiiéncia nucleotidica resultou na estrutura
primdria de uma metaloproteinase da classe P-II.

Dos 26 clusters exclusivos de adultos, apenas 7 apresentam similaridade de
seqiiéncia (quando analisados por BlastX) com metaloproteinases da classe P-III. Um
cluster (BJOTDO0087C, tamanho: 1,1 kb) foi o mais expresso (com 32 ESTs oriundas
apenas da biblioteca de adultos) e apresentou similaridade de 95% com o precursor
de uma metaloproteinase da classe P-II, Bothrostatina, (gi|82219563 |) descrita por
Fernadez e colaboradores (2005).

A traducao da sequiéncia nucleotidica presente no cluster BJOTD0087C esté
representada na Figura 37. Com excecdo dos primeiros 65 aminoécidos, a proteina
traduzida abrange a estrutura primadria inteira da metaloproteinase da classe P-II,
compreendendo inclusive o motivo tripeptidico R-G-D, tipico das disintegrinas
verdadeiras. Na realidade, Fernandez et al. (2005) clonaram a metaloproteinase
Bothrostatina e expressaram em E. coli a disintegrina que parte desta

metaloproteinase.
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Cluster BJOTD0087C

(230 aa)
1 KDMINVQPAA PQTLDSFGEW RKTDLLNRKS HDNAQLLTST DFNGPTIGLA YVGSMCDPKR
61 STAVIEDHSE TDLLVAVTMA RN REIDTGSCSCGG YSCIMAPVIS HDIAKYFSDC
121 SYIQCWDFIM KDNPQCILNK QLRTDTVSTP VSGNELLEAG EECDCGTPGN PCCDAATCKL
181 RPGAQCAEGL CCDQCRFMKE GTVCRRARIES DMDDYCNGIS AGCPRNPFHA

Figura 37: Seqiiéncia de aminoécidos deduzida da traducdo do cluster BJOTD0087C, que apresentou
similaridade de 95% pela andlise de BlastX com o precursor de uma metaloproteinase da classe P-II
Bothrostatina (gi | 82219563 | ). Em vermelho esta destacada a regido do sitio ativo das metaloproteinases
e em azul a triade RGD, caracteristica do dominio disintegrina das metaloproteinases da classe P-1L

Alguns dos clusters destacados dentre aqueles “exclusivos” de filhotes
também apresentaram uma expressao pronunciada em relagdo aos demais. O cluster
BJOTD0209C (tamanho: 2 kb) apresentou em sua composicdo 25 ESTs oriundas
apenas da biblioteca de filhotes; os clusters BJOTD0228C (tamanho: 2,3 kb) e
BJOTDO0238C (tamanho:1,1 kb) apresentaram nas suas composicdes 20 e 10 ESTs,
respectivamente, oriundas apenas da biblioteca de filhotes. A tradugao da seqiiéncia
nucleotidica dos clusters BJOTD0209C, BJOTD0228C e BJOTD0238C esta apresentada
na Figura 38. Na seqtiéncia de aminoacidos predita para o cluster BJOTD0209C é
possivel distinguir boa parte do pré-dominio (regido que compreende a seqiiéncia
PKMCGVT, também chamada de cysteine switch, responsavel pela inativacdo do sitio
ativo no zimogénio da proteina), dominio catalitico (que apresenta a seqiiéncia
HELGHNLGMNH, em que as histidinas sdo responsaveis pela coordenagdo do
atomo de zinco), o dominio tipo-disintegrina (compreendendo a triade E-C-D) e todo

o0 dominio rico em cisteinas.
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(523 aa)

1
61
121
181
241
301
361
421
481

(610 aa)
1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

(252 aa)

1
61
121
181
241

GREITTYPPV
AVYKYENVEK
VMVKKYTGNS
LEGTWRETVL
AL AT
CILNIPLRTD
ERCQFKGAGT
HQCHNLFGAS
TISCQSTSSQ

MIQVLLVTIC
VNGEPVVLHL
ACNGLKGHFK
KKASQSNLTP
LNIHVPLTGL
TLGHAYIATM
ATVLSNDTSK
GPPANCQONQC
FCPMDDFQRN
CRVENDRKIP
GYCVDVNTAY

IMATVLSNDT
DCGPPANCRD
SGFCPMDDEFQ
GYCRVENDRK
SNGYCVDVNT

Cluster BJOTD0209C

EDHCYYHGRI
EDEAPKMCGV
TAIRTRIYSC
LNRKRHDNAQ
NLGMNEBEN
IVSPPVCGNY
ECRAARSHE
ATVAPDACED
DDPDIGMVDL

Cluster BJOTD0228C

LAAFPYQGSS
EKNKGLFSED
FOGETYLIEP
EQQOAYLDAKK
EIWSDRDKIN
CDPKLSVGVV
LESNCSQEDQ
CDAATCKLTP
GQPCLNNSGY
CAPEDVKCGK

Cluster BJOTD0238C

SKLEFSNCSQE
PCCDAATCKL
RNGQPCLNNS
IPCAPEDVKC
AY

ENDADSTAST
TOTNWKSDEP
VNTLNLIYSA
LLTAIDLDGP
CNCGGNPCIM
FVEVGEECDC
IAESCTGQSP
FNRKGQGNSY
GTKCEDGRVC

ITILESGNVND
YSEIHYSPDG
LKLSDSEAHA
YVEFVVVLDH
VITSASSDTLR
MDHSTNDLTM
RKYLIKRRPR
GSQCADGVCC
CYNGMCPIMT
LYCFLYSSKK

DORKYLTIKRR
TPGSQCADGL
GYCYNGMCPI
GKLYCFLYSS

SACSGLKGHF
IKASQLAFTA
FNTHIALTGV
TVGLAYVGSM
SATLNFEPVY
GLPANCONPC
ECPTDDFQRN
CRKONGVTIP
NSNRECVDVS

YEVVYPRKVT
REITTHTPVE
VFKYENVEKE
EMYKKYEDDL
SFRKWRETDL
e e G
CLLNRPLRKD
DQCRFRKNGT
DQCIAVFEGTG
CKRKYAPIDH

PRCLLNRPLR
CCDQCRFREN
MTDQCIAVEG
KKCORKYAPI

KLOGETYLIE
EQRRYLNTRK
EIWSNGNLIN
CNPKSSTGLI
QFSDCSRDQH
CDATTCKLRP
GVSCLNNHGY
CARKDVKCGR
TAY

ALPKGAVQPK
DHCYYHGRIOQ
DEAPKMCGVT
DEIKRRIYETI
LKRKSHDNAQ
pXe i IDVKY
IISPPVCGNE
ECRAAKDDCD
ATVAEDRCFEQ
DIGMVLPGTK

KDIISPPVCG
GTECRAAKDY
TGATVAEDSC
DHDIGMVLPG

PLELSDSEAH
YIELVIVADN
VQSDSSVTLD
QDHNKLDVMV
WRYLIDNRPP
RTQCEDGECC
CYNGNCPILD
LFCVQGPIGN

YEDAMQYEFK
NDADSSASIS
ETNWESDEPI
VNIMNEMFIP
LLTAIEFDHQ
CTCHASSCIM
LLEVGEI{eC
LPESCTDQSG
HNQKGGYYGY
CADGKVCNSN

NELLEVGEEC
ENLPESCTGO
FQRNQKGGYY
TKCADGKVCN

Figura 38: Seqiiéncias de aminoacidos deduzidas da traducdo dos clusters de metaloproteinases da
classe P-1II BJOTD0209C, BJOTD0228C e BJOTDO0238C de filhotes de B. jararaca. Em amarelo estdo
destacados os residuos de aminoécido correspondentes ao peptideo sinal; em cinza os residuos do pré-
dominio; em vermelho estd destacada a regido do sitio ativo das metaloproteinases e em azul a triade
XCD (em que X pode ser E ou D), presente no dominio tipo-disintegrina.

No caso do cluster BJOTD0228C, que é um pouco maior que o cluster

BJOTD0209C,

a proteina predita

inicia-se

com OS

residuos

hidrofébicos

correspondentes ao peptideo sinal da proteina e se estende até o altimo residuo C-

terminal. Por fim, a tradugdo da seqiiéncia nucleotidica do cluster BJOTD0238C, que

apresenta uma extensdo de 1,1 kb (menor que os outros dois clusters anteriores),
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inicia-se com residuos que compdem parte do dominio catalitico e se estende até o
altimo residuo da regido C-terminal da proteina (compreendendo os dominios tipo-
disintegrina e rico em cisteinas).

Quando analisados por BlastX, os clusters BJOTD0209C e BJOTD0228C
apresentaram similaridade de 90 e 84%, respectivamente, com o precursor de uma
metlaoproteinase da classe P-III de Agkistrodon contortrix laticinctus (gi|258618056 |)
descrito recentemente por Jia e Perez (2010). A andlise por BlastX para o cluster
BJOTD0238C apontou uma similaridade de 81% com o precursor da
metaloproteinase da classe P-III Berythractivase (gi|82216043|) cuja estrutura
primdria foi deduzida a partir de uma biblioteca de cDNA construida para este

proposito por Silva et al. (2003).

4.4.6 Analise dos clusters celulares

Os clusters correspondentes a transcritos celulares estdo apresentados na
Tabela A8 (clusters correspondentes a DNA mitocondrial e aqueles pertencentes a
categoria No hit ndo estdo apresentados). A Figura 39 representa a proporgao entre
cada categoria funcional dos transcritos celulares verificados nas diferentes
bibliotecas analisadas. De uma forma geral, ndo houve grandes diferencas quanto as
proporgdes dos transcritos agrupados nas diferentes categorias funcionais (Figura
38).

E possivel perceber que, dentre os transcritos celulares, aqueles agrupados na
categoria “transcricdo/traducao” compdem a maioria das mensagens em todas as
amostras analisadas, com uma representacao de aproximandamente 40% do total de
transcritos. Além disso, esta é a categoria mais diversificada (com 135 clusters) dentre
os clusters de proteinas celulares. Em seguida, estdo os transcritos pertencentes a
categoria “processamento e enderecamento” e “outras fungdes”, com uma
representacio média de 14% e 18,5%, respectivamente. E pertinente ressaltar que
nesta altima categoria foram agrupados clusters envolvidos em diferentes processos
celulares como, por exemplo, as proteinas cujas descricdes funcionais no Banco de

Dominios Conservados do NCBI (Conserved Domains Database;
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www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) referiam-se a “diversas fun¢des”, ou ainda, “envolvidas

em diversas fungdes celulares”. Por este motivo optamos por manté-las na categoria

“outras fungdes” embora, em ultima analise, esta seja uma categoria subjetiva.
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Figura 39: Representacao dos transcritos celulares das bibliotecas de cDNA da glandula de veneno de

B. jararaca.

Dentre os clusters pertencentes a categoria “processamento e enderecamento”

foi interessante notar que proteinas-dissulfeto isomerase (PDIs) e calreticulina estdo

2

entre as de maior expressdao em todas as bibliotecas analisadas. Este é o caso do

cluster BJOTD0031C (com 23 ESTs) que apresentou similaridade de 98% pela analise

por BlastX com a seqiiéncia de uma PDI da serpente Oxyuranus scutellatus scutellatus
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(gi1]63146076 |) e o cluster BJOTD0187C (com 15 ESTs) que apresentou similaridade
de 97% com a seqiiéncia de uma calreticulina de Gallus gallus (gi | 44969651 | ).

A categoria “funcdo indefinida” compreendeu, em sua maioria, proteinas
hipotéticas, cuja fungdo ndo pode ser correlacionada com a de nenhuma outra
descrita até o momento. Outra caracteristica deste grupo é a grande quantidade de
singletes (seqtiéncias tinicas, ndo agrupadas em clusters).

Observamos também 13 clusters correspondentes a seqiiéncias de
retrotransposons. A andlise da distribuicdo de ESTs nestes clusters sugere uma
presenca ubiqua destes elementos independente das amostras analisadas (glandulas
de filhotes ou adultos). Dentre os 20 clusters agrupados na categoria “estruturais” 15
sdao exclusivos da biblioteca de filhotes. Este resultado pode ser provavelmente um
reflexo do procedimento conduzido durante a extracdo das glandulas de filhotes: é
possivel que a musculatura que envolve as glandulas ndo tenha sido totalmente
removida das glandulas de filhotes, dado o menor tamanho destes em relacdo aos

individuos adultos (vide Figura 4, secdo 3.1).

4.5 Caracterizacao funcional dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca

4.5.1 Atividades biolégicas

4.5.1.1 Dose Letal Média (DLsg) e Dose Minima Hemorrdgica (DMH)

O ensaio de Dose Letal Média (DLsg) utilizando camundongos evidenciou uma
maior letalidade para o veneno dos adultos de B. jararaca (Tabela 19).
Alternativamente, quando foi avaliada a letalidade em um modelo animal diferente
(aves), o veneno de filhotes de B. jararaca se mostrou aproximadamente 27 vezes mais

letal em comparagao ao dos adultos.
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Por outro lado, a atividade hemorragica ndo apresentou diferenca significativa

(p>0,05) entre as amostras (Tabela 19).

Tabela 19: Atividades biologicas dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca.

DLso (mg/kg) $ LDso(mg/kg) § DMH p-valor*
(Camundongos) (Aves) (ng)ss
Veneno de filhotes 3,33 0,05 0,44 £ 0,09
(3,04 -3,71) (0,02 - 0,09)
0,4365
Veneno de adultos 2,26 1,36 0,34 £ 0,02
(1,86 - 2,89) (0,86 - 2,07)

8Os valores em parénteses representam os intervalos (inferior e superior) de 95% de confianga.
$5Dose Minima Hemorréagica (DMH) determinada em camundongos (para maiores detalhes ver

sub-item 3.8.1.2). Os valores representam a média + desvio padrdo (4 determinacoes).

*p-valor calculado com base no teste t-student (comparagdo entre os valores de DMH verificados para o

veneno de filhotes e adultos).

4.5.2 Atividades enzimaticas

4.5.2.1 Atividade coagulante sobre o plasma — Dose Minima Coagulante

Observamos uma expressiva atividade coagulante sobre o plasma para o veneno

de filhotes (Tabela 20). Essa atividade é cerca de 10 vezes mais intensa em relagdo

aquela verificada para o veneno de adultos. A andlise dos dados apresentados na

Tabela 20 permite evidenciar a participacdo majoritaria de metaloproteinases na

atividade coagulante dos venenos de filhotes (a julgar pela inibicdo de

aproximadamente 97% causada por EDTA 10 mM na atividade coagulante do

veneno bruto). Por outro lado, para o veneno de adultos a atividade coagulante

parece ser o resultado da atividade concomitante das duas classes de proteinases

(serinoproteinases e metaloproteinases).
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Tabela 20:Atividade coagulante dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca sobre o plasma.

Veneno de filhotes Veneno de adultos

+10 mM +2mM +10 mM +2mM

EDTA PMSF EDTA PMSF
Atividade 0,15 6,85 0,16 1,44 5,90 2,98
coagulante + + + * t t

(ng)t 0,007 0,21 0,002 0,14 0,14 0,02

Atividade 6514 146 6018 696 169 335
especifica + + + + t t
(U/mg) 307,7 417 111,5 67,9 3,81 3,11
Atividade
especifica
residual 100% 2,24% 92,4% 100% 24,3 % 48,1%
(U/mg) §

tDose Minima Coagulante (para maiores detalhes ver sub-item 3.8.2.1).

§ A atividade residual é representada em porcentagem de atividade especifica (U/mg de veneno)
remanescente apds a incubacao das amostras com os respectivos inibidores.

Os valores representam a média + desvio padrdo de 3 determinagdes.

De acordo com a anélise estatistica, a atividade coagulante verificada para o

veneno de filhotes foi significativamente diferente daquela encontrada para o veneno

de adultos (p =0,006).

4.5.2.2 Ativagio dos fatores I e X

O veneno dos filhotes de B. jararaca foi capaz de ativar os Fatores Il e X da cascata
de coagulacdo sanguinea de forma mais intensa que o veneno dos adultos,
caracteristica observada no perfil das curvas apresentadas na Figura 40. Com as
concentragdes utilizadas nos ensaios nao verificamos atividade amidolitica sobre os

substratos testados.
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Figura 40: Ativacdo dos Fatores Il e X pelas amostras de veneno (concentragdes de 0,2 g para o
Fator Il e 0,1 pg para o Fator X). Substrato S-2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) (Chromogenix),
especifico para trombina ou S-2765 (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNAx2HCI) (Chromogenix) especifico
para o fator Xa. As amostras de veneno foram previamente incubadas com a protrombina ou o fator X
e a hidrélise dos substratos cromogénicos foi monitorada ( 2405 nm) por 30 min a 37°C.

4.5.2.3 Ativagio proteolitica sobre a caseina e fibrinogénio

Foi verificada uma maior atividade proteolitica para o veneno dos adultos de B.
jararaca tanto sobre a caseina quanto sobre o fibrinogénio (Tabela 21). Esta atividade
foi aproximadamente duas vezes maior para o veneno dos adultos em relacao aos

filhotes, sendo significativamente diferente entre as amostras.

Resultados




Tabela 21: Atividade proteolitica dos venenos de B. jararaca sobre caseina e fibrinogénio.

Atividade proteolitica especifica

(U/mg) *
Caseina p-valor** Fibrinogénio p-valor**
Veneno de filhotes 0,73 £ 0,05 5,6+0,72
0,0301 0,0140
Veneno de adultos 1,25 +£0,16 10,5 +1,62

*Os valores representam a média * desvio padrdo de 3 determinacoes.
**p-valor calculado com base no teste t-student.
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5. Discussao

O veneno de serpente é um produto biolégico cuja existéncia depende de
informacdes contidas no DNA (genoma) do animal (desconhecido, no caso da B.
jararaca), que € transcrito para um transcriptoma (podendo ser catalogado na forma
de cDNA) e que é traduzido para a geragdo das toxinas. Ao sistema genoma-
transcriptoma-proteoma acrescenta-se a maquinaria da regulacdo da expressdo
génica/protéica, que é completamente desconhecida no caso de serpentes. Neste
contexto, o racional metodolégico aplicado nesse trabalho se baseou na analise
transcriptomica (das glandulas de veneno), protedmica/peptidomica (do veneno),
funcional (das atividades bioldgicas observadas nos envenenamento) para um
melhor entendimento da variabilidade do veneno da serpente B. jararaca. Com o
advento recente de metodologias para a analise de genomas, trancriptomas e
proteomas em larga escala, a abundancia de dados biolégicos aumentou
significativamente, propiciando uma abordagem holistica em toxinologia como
alternativa a abordagem reducionista baseada no isolamento e identificacdo de
toxinas e de suas fun¢des. Como conseqtiéncia, duas abordagens gerais evoluiram
para o entendimento de sistemas biolégicos em toxinologia. Uma delas se refere a
estudos correlatos, nos quais se infere relacionamentos entre genes ou proteinas e
seus modulos de fungdo. Estes estudos podem também incluir a anotacdo de genes e
seus produtos por uma abordagem “guilt-by-association” na qual a informacdo
detalhada sobre a fungdo de um gene, ou proteina, ou sistema, esta disponivel e é
transferida para outros com caracteristicas semelhantes. A outra abordagem se refere
a estudos causais em que fungdes de biomoléculas ou interagdes entre moléculas sao
diretamente detectadas e documentadas permitindo a formulacdo de mecanismos de
atividade ou de acdo. Apesar dessas duas abordagens parecerem contrastantes, com
o avanco das tecnologias dmicas em genética e bioquimica, elas tem se mesclado nos
estudos biol6gicos sistémicos mais recentes. Este trabalho foi gerado dentro deste

contexto, compreendendo analises high-throughput de misturas complexas e

Discussio




126

inferéncias correlatas e causais sobre a identificagdo e funcdo de toxinas para a
compreensao da variabilidade do veneno da B. jararaca e a possivel correlacdo com

seu crescimento corporal e mudanca de habitos alimentares.

5.1 A variabilidade no proteoma e transcriptoma do veneno de B. jararaca:

aspectos gerais

Neste projeto nosso enfoque majoritario foi voltado para a andlise das
diferencas entre os venenos de filhotes e adultos de B. jararaca, visto que, embora
significativamente diferentes quanto aos efeitos patologicos (Rosenfeld et al. 1959;
Ribeiro e Jorge, 1997; Santoro et al. 2008), os venenos de filhotes sdao pouco
conhecidos na literatura toxinolégica, seja devido as dificuldades de se obter as
amostras (recém-nascidos) ou pela quantidade de material requerido para analises
mais refinadas (isolamento de toxinas e analise funcional, por exemplo). Outro
objetivo deste projeto foi o de complementar as analises da variabilidade do
proteoma dos venenos de filhotes e adultos com dados acerca do transcriptoma da
glandula de veneno desta espécie. Além disso, a caracterizacdo funcional dos
venenos teve um importante papel neste trabalho, pois propiciou um melhor
entendimento de algumas atividades-chave dos venenos de filhotes e adultos de B.
jararaca, bem como permitiu a correlagio com a presenca de toxinas nos

proteomas/ transcriptomas estudados.

O proteoma do veneno de B. jararaca, independente da idade ou sexo do
animal, apresenta caracteristicas comuns ao veneno de outras espécies pertencentes a
familia Viperidae como, por exemplo, a quantidade expressiva de proteinas acidas
(presentes num amplo espectro de massas moleculares), caracteristica ja reportada
por Serrano et al. (2005) e, mais recentemente, por Paes-Leme et al. (2009), em anélise
do proteoma dos venenos de 8 espécies de serpentes pertencentes ao género Bothrops.
De uma forma geral, o proteoma dos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca

avaliado por eletroforese bidimensional (Figuras 9 e 10) se mostra tdo diferente
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quanto a comparagao dos proteomas de venenos de outras espécies simpatricas de

Bothrops.

O veneno de filhotes de B. jararaca apresentou uma diversidade de isoformas
de proteinas 4cidas e de alta massa molecular (pl variando de 4,3 a 55 e massa
moleculares na faixa de 50 a 70 kDa) identificadas por espectrometria de massas
como metaloproteinases da classe P-III. Outro aspecto singular do proteoma do
veneno de filhotes é a pequena quantidade de proteinas na faixa de 25-30 kDa e pI
6,0-7,0 em relagdo ao veneno de adultos. Resultados similares foram verificados por
Alape-Giron et al. (2008) em andlise da variabilidade do proteoma do veneno da
serpente B. asper. Conforme os autores, em B. asper parece haver uma relagdo
quantitativa entre metaloproteinases das classes P-I e P-IIl no que diz respeito a
presenca destas proteinas no veneno em diferentes fases de vida dos animais, de
forma que, durante a ontogénese, metaloproteinases da classe P-I tornam-se
significativamente mais expressas em detrimento aquelas da classe P-III (mais
abundantes no veneno nas fases iniciais de vida dos animais). Nossos resultados
sugerem um padrdo similar de relacdo P-I/P-III entre os venenos de filhotes e
adultos e esta relagdo quantitativa tem importantes implicagdes biolégicas para esta
espécie, como sera discutido adiante. Guércio et al. (2006) relataram resultados
semelhantes verificados para o veneno de individuos juvenis, sub-adultos e adultos
de B. atrox da Amazonia. Em anélise ontogenética da expressao de proteinases do
veneno de B. insularis verificamos um aumento da atividade de metaloproteinases da
classe P-III nos venenos de adultos (Zelanis et al. 2007), bem como um aumento da
expressdao de metaloproteinases da classe P-I no veneno de adultos (Zelanis et al.
2008). Outra caracteristica marcante no gel bidimensional do veneno de filhotes em
relacdo ao veneno de adultos é a abundancia de proteinas acidas e de alta massa
molecular. A andlise do sub-proteoma de metaloproteinases e as identificacdes de
proteinas presentes nos spots desta regido do gel bidimensional do veneno de filhotes
sugerem a presenca de diversas isoformas de metaloproteinases da classe P-I1II no
veneno de filhotes. O soro anti-botrépico produzido pelo Instituto Butantan foi capaz

de reconhecer grande parte das proteinas presentes nas amostras de venenos de
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tilhotes e adultos, contudo, verificamos diferencas significativas entre as amostras,
que devem refletir proteinas diferencialmente expressas de forma ontogenética

(Figura 13).

Avaliamos também o proteoma dos venenos de machos e fémeas adultas de B.
jararaca por eletroforese bidimensional. Em comparagao com as amostras de filhotes e
adultos, a andlise dos perfis protedmicos apresentados na Figura 11 sugere um
padrao mais semelhante entre as amostras de machos e fémeas adultas. A
identificacdo de alguns spots nos géis de machos e fémeas adultas por espectrometria
de massas mostrou padrdes diferenciados entre os venenos. Um fato intrigante,
entretanto, foi a presenca de um fator de crescimento de nervo (svNGF) presente no
veneno dos machos e praticamente ausente no veneno das fémeas. Este achado
corrobora os dados reportados por Thoenen e Barde (1980) sobre a expressdao de NGF
em camundongos. Conforme estes autores, o hormonio testosterona esta envolvido
na modulagdo da sintese de NGF e esta seria a explicacdo para os niveis cerca de 10

vezes maiores de NGF em glandulas salivares de camundongos machos adultos.

Earl et al. (2006) detectaram a presenca de svNGFs em diversas espécies de
serpentes autralianas da familia Elapidae. Entretanto, ainda nao se sabe ao certo a
funcao desta classe de moléculas em venenos de serpentes, a despeito do fato de
fatores de crescimento de nervo serem freqiientemente expressos em glandulas
salivares de diversas espécies de vertebrados, sobretudo de mamiferos (Cohen, 2004).
Pode-se especular, contudo, que os NGFs presentes em venenos de serpentes sejam
componentes das glandulas salivares, adjacentes a glandula de veneno, e ndo

propriamente da glandula de veneno.

A andlise transcriptomica das bibliotecas de cDNA revelou importantes
resultados entre as amostras analisadas (filhotes e adultos) . Os clusters de transcritos
celulares apresentaram uma grande diversidade porém ndo verificamos diferencas
expressivas entre as diferentes bibliotecas - provavelmente um reflexo do baixo
namero de transcritos analisados. Por outro lado, a andlise da expressao de toxinas

nas bibliotecas de cDNA de filhotes e adultos (bem como de machos e fémeas
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adultas) mostrou diferencas importantes entre as amostras. Corroborando os dados
da andlise do sub-proteoma de proteinases e de protedmica quantitativa,
metaloproteinases sdo a classe de toxinas mais expressa em todos os venenos. Por
este motivo decidimos investigar de forma mais especifica alguns clusters

correspondentes a metaloproteinases.

5.2 Andlise quantitativa da expressdo de toxinas - Protedmica quantitativa e

transcriptomica

5.2.1 Algumas consideracdes sobre as metodologias utilizadas

Um objetivo recorrente em projetos que empregam metodologias high
throughput é a  quantificacdo (seja ela relativa ou absoluta) de
transcritos/ proteinas/peptideos presentes em misturas complexas. Neste contexto,
além das andlises descritivas e funcionais dos venenos, optamos também por
construir bibliotecas de cDNA das glandulas de veneno de filhotes e adultos de
forma separada, no intuito de avaliar as diferentes populagdes de transcritos destas
amostras. Utilizamos também uma técnica recente de protedmica quantitativa, com o
intuito de complementar nossas outras analises qualitativas. Para tanto, empregamos
a técnica descrita por Ross et al. (2004) (exemplificada em maiores detalhes na Figura

5).

A capacidade de ionizacdo de peptideos em fase gasosa é uma condigdo
imprescindivel para a andlise por espectrometria de massas e pode diferir de acordo
com diversos fatores inerentes a amostra de estudo, bem como de acordo com as
condicOes de operacdo dos sistemas de LC-MS/MS, solventes utilizados, entre outros
fatores (Kinter e Sherman, 2000). Por este motivo, um espectro de massas per se ndo é
considerado uma medida quantitativa. Contudo, diversas técnicas de quantificagao

N

aplicadas a espectrometria de massas tém sido desenvolvidas (para uma revisdo
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detalhada ver Ong e Mann, 2005 e Schulze e Usadel, 2010). Desta forma, o método
descrito por Ross et al. (2004), que envolve a derivatizagdo de peptideos com tags
isébaros (reagentes iTRAQ™), tem sido cada vez mais utilizado, sobretudo nos
estudos quantitativos que envolvem a digestdo tripsinica em solucdo de amostras
complexas (experimentos do tipo shotgun proteomics) (Aggarwal et al. 2006; Choe et al.
2005). Nestes casos uma cromatografia liquida de troca catidnica é geralmente uma
etapa importante do processo (pré- MS) por “diminuir” a complexidade da amostra a
ser analisada. Até o presente momento ndo temos conhecimento de trabalhos em

protedmica de venenos que tenham utilizado este tipo de abordagem.

Contudo, como em toda metodologia, verificamos algumas desvantagens da
técnica de derivatizacdo de peptideos com tags isébaros, principalmente no que diz
respeito a atribuicio de funcdo para as moléculas encontradas/quantificadas.
Idealmente, a marcagdo de peptideos com tags is6baros para fins de quantificagdo
relativa envolve a comparacdo de amostras semelhantes em condicoes experimentais
diferentes (uma cultura celular controle e a mesma cultura submetida a acdo de um
determinado farmaco, por exemplo). Os perfis protedmicos dos venenos de filhotes e
adultos de B. jararaca indicaram uma grande diferenca entre as amostras, que
conforme observamos, estd relacionada principalmente com modificacdes pos-
traducionais e com a expressdo de proteinas diferentes durante a ontogénese dos
animais, conforme descrito anteriormente. Outro fator (talvez o mais importante) que
também deve ser levado em consideracdo é a presenca de proteinas cujas estruturas
primadrias sdo desconhecidas nos venenos de filhotes e que, portanto, ndo figuram em
nenhum banco de dados. Nestes casos, embora fragmentados pelo espectrometro
(durante o processo de MS/MS), os peptideos ndo puderam ser correlacionados com

nenhuma proteina ja descrita.

Z

A falta de um banco de dados mais “completo” é uma das principais
dificuldades encontradas pelos pesquisadores que trabalham com proteémica em
toxinologia (Calvete et al. 2007, Fox e Serrano, 2008b). Nestas condicdes, o

sequenciamento De novo é um método freqiientemente utilizado, embora de
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pouquissima automacao e, ndo raramente, de pouca eficicia em um experimento de
protedmica quantitativa do tipo shotqun como o descrito neste trabalho. Pelas
analises dos dados brutos (espectros de MS/MS) do nosso experimento de
protedmica quantitativa percebemos outra potencial desvantagem do experimento
de iTRAQ™ no que diz respeito a quantificagdo em um caso particular. Embora os
peptideos tripsinicos sempre apresentem um residuo de lisina ou arginina na
extremidade C-terminal, qualquer peptideo tripsinico que apresente um residuo de
prolina na extremidade C-terminal (a massa média da prolina é igual a 97.12)
apresentard, no espectro de MS/MS um ion y1 com razdo m/z igual a 116 (massa do
residuo de prolina + 2H* + OH =» 97+2+17 =116). Desta forma, a utilizacdo do
reagente iTRAQ™ 116 (ion repoérter 116) para derivatizar peptideos que apresentem
residuo de prolina C-terminal ird gerar um fon reporter de relacdo my/z igual a do ion
y1l deste peptideo (ou seja, de relacdo m/z igual a 116), o que inviabilizaria a
quantificacdo* (embora ndo altere o seqiienciamento do peptideo). Em venenos de
serpentes, particularmente no veneno de B. jararaca, uma classe importante de
toxinas apresenta residuos de prolina na regido C-terminal: os peptideos
potenciadores de bradicinina (BPPs), cuja “seqiiéncia-assinatura” apresenta
freqientemente dois residuos de prolina C-terminais (lanzer et al. 2004). Esta
“desvantagem” da técnica de iTRAQ™ ainda ndo havia sido reportada, mas merece
especial atengdo no estudo de toxinas, principalmente para aquelas provenientes do
veneno de serpentes. Por este motivo, embora identificados, os BPPs nao foram

apresentados na Tabela 16, que apresenta os resultados de protedmica quantitativa.

Por fim, outra desvantagem deste tipo de analise diz respeito a obtencdo de
informagdes mais detalhadas (acerca da fungdo, por exemplo) das proteinas
identificadas num experimento de digestdo tripsinica em solugio. A principal
desvantagem inerente a esta abordagem é a perda de algumas informacdes
importantes referentes as proteinas identificadas, como por exemplo, suas massas
moleculares e/ou pontos isoelétricos. Esta informagao é de extrema importancia na

2

atribuicao de atividade as toxinas identificadas. Este é o caso, por exemplo, das

*Salvo em espectrometros em que é possivel se obter alta resolucao (e.g: FT-ICR ou Orbitrap, Thermo Scientic).
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metaloproteinases de veneno de serpentes. As metaloproteinases sdo enzimas
proteoliticas cuja arquitetura em multidominios é a principal caracteristica que
permite a distingdo entre as diferentes classes (P-I a P-III). Além disso, a organizacdo
dos diferentes dominios nas proteinas maduras tem um reflexo direto na atividade

biol6gica desempenhada pela proteinase (Fox e Serrano, 2008a).

Da mesma forma, ressalvas acerca das fungdes dos transcritos encontrados nas
bibliotecas de cDNA também devem ser feitas. A montagem dos clusters a partir da
sobreposicdo de ESTs seguiu parametros estringentes (98% de identidade entre EST's)
para se tentar evitar o agrupamento de seqiiéncias pardlogas, dada a quantidade de
isoformas protéicas presentes em venenos de serpentes. Assim, a predigdo dos
produtos génicos a partir dos clusters montados nos forneceu uma idéia da
diversidade/expressdo de toxinas putativas na glandula de filhotes e adultos
(machos e fémeas), mas a fungdo das proteinas putativas presentes nas diferentes
amostras analisadas é algo que necessita de uma investigacdo mais detalhada. Este é
o caso das metaloproteinases por exemplo. Analogamente ao que verificamos nas
analises protedmicas por digestdo tripsinica em solugdo, a menos que tenhamos
obtido sequiéncias (clusters) que contemplem por¢des dos dominios
metaloproteinase, tipo-disintegrina e rico em cisteinas, a inferéncia da presenca de
metaloproteinases da classe P-III ndo pode ser feita. Além disso, a alocagdo dos
clusters em subclasses (P-Ila-e e P-Illa-d, por exemplo) de metaloproteinases nao
pode ser feita, pois o processamento pods-traducional pelo qual estas subclasses sao
submetidas ndo pode ser predito apenas pelas sequéncias de

nucleotideos/aminoacidos.

5.2.2 Toxinas diferencialmente expressas - proteinases

Embora figure no titulo deste trabalho, é pertinente ressaltar que, no que
concerne a analise transcriptomica, nosso objetivo principal ndo foi o de descrever o

transcriptoma da glandula de veneno de B. jararaca. Como dito anteriormente, uma
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analise deste tipo ja foi feita por Cidade et al. (2006), com alguns resultados
semelhantes aos que noés verificamos neste trabalho. As bibliotecas de ¢cDNA
construidas neste projeto tinham os seguintes propésitos: (1) obter bancos das ESTs
mais abundantes nas glandulas de veneno de filhotes e adultos de B. jararaca,
sobretudo para usa-los como ferramentas de apoio (se necessario) para as andlises
feitas por espectrometria de massas neste e em futuros projetos de nosso laboratoério
e (2) evidenciar diferencas no padrao de expressao de toxinas e composi¢do dos

venenos a partir da anédlise destes bancos criados.

Salvo algumas excecdes, grande parte dos transcriptomas de glandulas de
veneno de serpentes reportados até o momento sdo trabalhos descritivos,
objetivando um detalhamento do panorama de toxinas putativas das mais diversas
espécies de serpentes. Este tipo de abordagem é de extrema importancia, visto que
ainda nao existe nenhum genoma de serpente descrito até o momento. Entretanto,
em nossas andlises objetivamos usar as bibliotecas de cDNA como forma de

complementar as anélises protedmicas/funcionais dos venenos estudados.

De forma geral, verificamos uma boa correlagdo entre os resultados obtidos
nas analises protedmicas, sejam eles por meio dos géis bidimensionais (e subseqiiente
identificacdo de proteinas por digestdo tripsinica in gel seguida por LC-MS/MS), sub-
proteomas de proteinases e protedmica quantitativa. Além disso, essa correlagao é
também observada quando se somam a estes resultados os dados obtidos na analise
transcriptomica das glandulas de veneno de B. jararaca. Recentemente diversos
autores tém reportado correlacdes entre os niveis de mRNA e proteinas em sistemas
biolégicos, utilizando metodologias complementares em protedmica e
transcriptomica (Sanz et al.2008; Tarun et al. 2008;Valente et al. 2009;Wagstaff et al.
2009 ;Seliger et al. 2009; Klevebring et al. 2010). Dentre as classes de toxinas cuja
expressdo mostrou-se expressivamente diferente entre as amostras analisadas
(filhotes e adultos) estdo as metaloproteinases. Por este motivo, optamos por analisar
alguns clusters que foram montados com seqtiéncias exclusivas de uma determinada

biblioteca (filhotes ou adultos) e cujas seqiiéncias nucleotidicas traduzidas
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abrangessem os diferentes dominios funcionais das metaloproteinases (critério para
classificagdo das metaloproteinases nas classes P-I a P-III). Na realidade, esta
abordagem foi adotada em virtude dos resultados obtidos nas anélises protedmicas
dos venenos de filhotes e adultos, que apontaram para uma predominancia de
metaloproteinases da classe P-III no veneno de filhotes e de um aumento da classe P-

I no veneno de adultos.

A andlise dos Grupos de Clusters Relacionados (GCRs) permitiu avaliar a
similaridade entre os clusters montados. A partir dessa analise observamos a mesma
tendéncia verificada nas analises protedmicas e funcionais dos venenos de filhotes e
adultos. Um exemplo foram os GCRs de metaloproteinases. Diversos clusters cujos
produtos génicos corresponderam a metaloproteinases da classe P-III foram de fato
agrupados em GCRs (como o GCR 9, por exemplo). Neste e em outros casos, os
clones das bibliotecas de cDNA de filhotes apresentaram uma contribuicdo relativa
maior comparado aos clones da biblioteca de adultos. Além disso, o produto génico
predito a partir da andlise da maioria dos clusters que compdem o GCR 9 é a
Berythractivase, uma metaloproteinase ndo-hemorragica da classe P-1II que apresenta
atividade ativadora da protrombina (Silva et al. 2003). Desta forma, pode-se sugerir
que a elevada atividade ativadora de protrombina verificada no veneno de filhotes
seja decorrente da presenca de metaloproteinases da classe P-III similares a
Berythractivase. Ainda entre os GCRs correspondentes a metaloproteinases, o GCR
13 apresentou uma composicao similar de clones oriundos das bibliotecas de cDNA
de filhotes e adultos. A andlise dos produtos génicos preditos para os clusters que
compdem este GCR resultou, em sua maioria, nas metaloproteinases hemorragicas
Bothropasina e Jararhagina. Neste caso, é interessante notar que a atividade
hemorragica dos venenos, caracteristica freqiientemente atribuida as estas
metaloproteinases da classe P-III, ndo variou significativamente entre os venenos de

filhotes e adultos.

Apés a montagem dos clusters, observamos que na categoria

“metaloproteinases” 48 clusters apresentaram seqiiéncias nucleotidicas exclusivas da
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biblioteca de filhotes. Destes, 16 clusters (ap6s traduzidos) apresentaram
similaridade com precursores de metaloproteinases da classe P-III e trés destes
clusters mostraram-se mais expressos (BJOTD0209C, BJOTD0228C e BJOTD0238C);
os demais apresentaram similaridade apenas com regides do pr6-dominio e dominio
catalitico das metaloproteinases. A interpretacdo destes achados, contudo, deve ser
cautelosa. Como dito anteriormente, h4 a possibilidade de algumas ESTs vindas da
biblioteca de filhotes corresponderem a por¢des diferentes de um mesmo transcrito,
que poderia também estar presente na biblioteca de adultos. Assim, durante a
montagem dos clusters estas ESTs, ndo-sobreponiveis com ESTs da biblioteca de
adultos, seriam consideradas como exclusivas de filhotes, por exemplo. Ainda assim,
dos 16 clusters “exclusivos” de metaloproteinases da classe P-III da biblioteca de
filhotes, optamos por analisar apenas aqueles cuja expressdo mostrou-se
pronunciada em relacdo aos demais. Outra evidéncia da maior expressdo de
metaloproteinases da classe P-III no veneno de filhotes foi verificada na andlise do
subproteoma de metaloproteinases, que apresentou uma intensa imunocoloragao na
regido caracteristica de metaloproteinases pertencentes a esta classe. Este resultado
reforga a hipdtese que de fato a classe P-III é mais expressa no veneno de filhotes em
relacdo ao de adultos. Entretanto, no experimento de protedmica quantitativa a
maioria dos peptideos identificados de metaloproteinases foram provenientes do
dominio metaloproteinase, caracteristica que nao permitiu a distingdo entre as

diferentes classes funcionais destas proteinas.

Dentre os 26 clusters exclusivos de metaloproteinases analisados na biblioteca
de adultos, um se mostrou altamente expresso, o cluster BJOTD0087C (com 32 ESTs
em sua composicdo). Quando analisado por BlastX este cluster apresentou 95% de
similaridade com o precursor da metaloproteinase da classe P-II Bothrostatina
(g1]82219563 |) e a traducdo de sua seqiiéncia nucleotidica resultou na estrutura
priméria quase completa desta metaloproteinase. E interessante notar que no
experimento de protedmica quantitativa também observamos uma maior abundéancia

relativa de peptideos correspondentes a esta metaloproteinase no veneno de adultos,
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como evidenciado pelos peptideos DMINVQPAAPQTLDSFGEWR e TDLLNR,
ambos pertencentes ao dominio catalitico desta proteinase e aproximadamente duas
vezes mais abundante no veneno de adultos (Tabela Ab5). Estes dados sao ainda
corroborados pela analise de LC-MS/MS dos peptideos tripsinicos extraidos das
proteinas contidas nos spots 10 e 11 do gel bidimensional do veneno de adultos de B.
jararaca (Figura 10 e Tabela 8), que também resultaram na identificacdo da
Bothrostatina. E importante lembrar que estes sio também os principais spots
diferenciais entre as amostras de veneno de filhotes e adultos e todos os peptideos
identificados corresponderam a regido do dominio metaloproteinase das proteinas.
Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo é que, como dito anteriormente,
apesar de termos indicios da abundancia de metaloproteinases pertencentes a classe
P-I no veneno de adultos, ndo é possivel precisar se este resultado é decorrente de
uma maior presenca desta classe ou de precursores com estrutura do tipo P-Ila, em
que os dominios metaloproteinase e disintegrina sdo processados pos-
traducionalemnte na proteina madura. No caso da Bothrostatina, o dominio
disintegrina foi expresso por Fernandez e colaboradores (2005), contudo a excecdo
dos dados do presente trabalho, ainda ndo existem indicios da presenca desta
metaloproteinase da classe P-II no veneno de B. jararaca. Em conjunto, esses
resultados, contudo, sugerem uma expressao diferenciada de metaloproteinases da

classe P-I(PIla) no veneno de adultos de B. jararaca.

Outra classe de toxina que apresentou diferengas quanto a abundancia relativa
foi a das serinoproteinases, mais abundantes no veneno de adultos de B. jararaca.
Diferente das metaloproteinases, em que quase a totalidade das identificagdes se deu
por BlastX, a maioria das identificagdes dos clusters de serinoproteinases se deu por
BlastN. Este fato se deve ao tamanho relativamente grande das regides 3’-ndo
traduzidas (UTRs) dos transcritos correspondentes a serinoproteinases, caracteristica
ja observada por Junqueira-de Azevedo e Ho (2002) e Cidade et al. (2006) nos
transcritos correspondentes a serinoproteinases das bibliotecas de B. insularis e B.

jararaca, respectivamente. Novamente aqui verificamos correlagdes com os dados de

Discussio




137

protedmica quantitativa, em que a abundancia relativa dos peptideos identificados e
quantificados foi maior no veneno dos adultos, variando de aproximadamente 2 até 4
vezes em relacdo ao veneno de filhotes (Tabela 11). Alguns spots diferenciais do gel
bidimensional do veneno de adultos sdo também serinoproteinases, como é o caso
dos spots 3 e 13, por exemplo, identificados como as serinoproteinases KN-BJ2
(g1]13959622|) e Ancrod (gi|461511|), respectivamente. Resultados semelhantes
foram verificados por Alape-Giron et al. (2008) na andlise do proteoma do veneno de
tilhotes e adultos de B. asper da Costa Rica. Conforme estes autores ha um aumento

de quase 3 vezes na expressao de serinoproteinases no veneno dos animais adultos.

5.3 A variabilidade no veneno de B. jararaca e suas implica¢des biolégicas

Variacdo ontogenética na dieta é uma caracteristica presente na espécie B.
jararaca, em que os individuos recém-nascidos apresentam a extremidade da cauda
com coloracdo (branca) diferenciada do restante do corpo, uma estratégia bastante
eficaz para atrair presas que “confundem” a morfologia e colora¢do da cauda com
suas presas e acabam por tornarem-se presas de filhotes de B. jararaca (estratégia
conhecida como “engodo caudal”; Martins et al. 2002). Andrade e Abe (1999)
mostraram a relacdo da dieta e ontogenia com a atividade letal do veneno de duas
espécies do género Bothrops de diferentes habitos alimentares: B. alternatus, de dieta
especialista, que se alimenta de presas endotérmicas (mamiferos) durante toda a vida
e B. jararaca, de dieta generalista quando filhote (alimentando-se de artrépodes,
lagartos e anfibios) e especialista (alimentando-se preferencialmente de mamiferos)
quando adulta. Esses autores verificaram uma maior letalidade do veneno de filhotes
de B. jararaca para anfibios, enquanto o veneno dos adultos mostrou-se mais letal
para camundongos. Por outro lado, a letalidade do veneno de filhotes e adultos da
espécie B. alternatus ndo diferiu significativamente independente do modelo
experimental utilizado. Em nossos resultados verificamos um padrdao semelhante,
com o veneno dos adultos apresentando valores de DLsp menores que os de filhotes

em camundongos. Contudo, quando utilizamos aves como modelo experimental o
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veneno de filhotes de B.jararaca se mostrou aproximadamente 27 vezes mais letal em

comparacao ao dos adultos.

Uma maior atividade letal sobre aves do veneno de filhotes de B. jararaca pode
ter implicagdes ecoldgicas: passaros estdo entre os maiores predadores de serpentes,
principalmente de filhotes (Robinson, 1994). Desta forma, o fato de filhotes de B.
jararaca possuirem um veneno com uma maior atividade letal sobre aves poderia
conferir “protecdo” contra potenciais predadores, tendo em vista o tamanho e a
pequena quantidade de veneno produzida nestas etapas iniciais de vida. Neste
sentido, a elevada atividade coagulante que verificamos no veneno de filhotes
poderia ser um dos principais fatores responsdveis por esta agdo letal, atuando de
forma a promover uma coagulacao intravascular disseminada e massiva, levando as

aves a um quadro de choque.

E interessante notar que, se correlacionarmos a quantidade de veneno obtida
por animal (valores apresentados no sub-item 3.1.1) com os valores de DLso para
camundongos encontrados neste trabalho, verificamos que ha, na glandula filhotes,
cerca de 0,44 DLsp enquanto que, para os adultos, esse valor chega a 57,6 DLso. Para
aves os valores ficam em 29 DLsp e ~96 DLso ,para filhotes e adultos, respectivamente.
Mesmo se levarmos em consideracdo itens alimentares consumidos por filhotes e
adultos, como no estudo reportado por Andrade e Abe (1999) essa relagdo é mantida,
isto é, a glandula de adultos contém um ntimero de DLsy muito superior a de filhotes.
Serpentes injetam seus venenos em grandes quantidades em suas presas e ndo é raro
que a quantidade injetada exceda facilmente os valores de DLsy (Mebs, 1999).
Claramente pode-se sugerir que a funcdo principal dos venenos seria subjugar a
presa e, neste contexto, um dos efeitos decorrentes do envenenamento seria iniciar o
processo de digestdo de presas. Os venenos de filhotes e adultos possuem
caracteristicas distintas, que estdo associadas a captura de presas também distintas,
contudo deve-se ressaltar que essa relacdo ndo é do tipo causa-conseqtiéncia, mesmo

porque essa seria uma visdo muito simplista de um complexo processo ecolégico. A
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modulacdo da expressdo de determinados genes de toxinas deve ser um dos fatores

preponderantes na capacidade dos animais de subjugarem presas distintas.

Uma das classes de toxinas que apresentou expressao pronuncidada na analise
transcriptomica da biblioteca de filhotes foi a dos svVEGF (quase 4 vezes mais
expressos na glandula de filhotes). A participagdo destes fatores no envenenamento
ainda ndo é muito clara, porém Junqueira-de-Azevedo et al.(2001) reportaram a
clonagem e expressdo funcional de um svVEGF da glandula de veneno de B.
insularis, que, no envenenamento, aturaria como um agente que propicia a
disseminacdo do veneno por entre os tecidos da presa. Neste contexto, é possivel
sugerir uma hipotese para a presenca acentuada de transcritos codificantes para
fatores de dispersdao na glandula de veneno de filhotes: sendo menores e,
conseqiientemente, tendo uma glandula de veneno de menor tamanho, a quantidade
de veneno disponivel (passivel de ser injetada numa presa/predador) é muitas vezes
menor em relacdo aquela equivalente (e potencialmente) utilizada pelos animais
adultos. Assim, a maior expressao de fatores de dispersdo (como os svVEGFs)
poderia compensar o menor volume de veneno produzido pelos filhotes. Embora

conjectural, esta parece ser uma hipétese plausivel do ponto de vista ecoldgico.

Corroborando diversos trabalhos acerca da atividade coagulante dos venenos
de serpentes do género Bothrops (Rosenfeld et al. 1959; Nahas et al. 1979; Kamiguti,
1988; Furtado et al. 1991; Zelanis et al. 2007; Antunes et al. 2010), os venenos de
filhotes mostraram-se cerca de 10 vezes mais ativos na atividade coagulante sobre o
plasma, bem como ativaram de forma mais rapida e intensa os fatores II e X da
cascata de coagulagdo sanguinea. Estes dados, associado ao fato de que a atividade
coagulante do veneno de filhotes foi inibida pela pré-incubacdo do veneno com
EDTA, sugerem a participagdo de metaloproteinases nesta atividade. Neste cenario, é
provavel que haja diferenca de especificidade de substrato entre as
metaloproteinases do veneno de filhotes e as de adultos. Até o momento nenhuma
proteinase com a habilidade de ativar o Fator X foi isolada do veneno de serpentes

do género Bothrops. Por outro lado, a Bothrojaractivase, € uma metaloproteinase da
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classe P-I que foi isolada do veneno de adultos de B. jararaca por Berger e
colaboradores (2008) e apresentou capacidade de ativacdo do fator II (pro-

protrombina).

Outra classe importante de toxinas cuja expressdo mostrou-se diferencial entre
os venenos de filhotes e adultos foram as metaloproteinases. Estas enzimas
representam uma porcentagem expressiva na composi¢do do pool de mRNAs das
glandulas de veneno de diversas espécies de serpentes pertencentes ao género
Bothrops (Junqueira de Azevedo e Ho, 2002; Kashima et al. 2004; Cidade et al. 2006;
Neiva et al. 2009), bem como tém importante papel no envenenamento, atuando em
diversos processos fisioldgicos, como a coagulacdo sanguinea, ou levando ao
desenvolvimento e agravamento de processos hemorragicos (Gutiérrez e Rucavado
2000; Gutiérrez et al. 2005; Fox e Serrano, 2008a). Assim, em espécies de serpentes que
apresentam uma variacdo ontogenética na dieta, é plausivel considerar a regulagao
da expressdo de toxinas cuja atividade possa facilitar a subjugacdo de presas de
diferentes tamanhos. De fato esta hipdtese parece ser bastante plausivel, pois de
acordo com nossos resultados ha um aumento da atividade proteolitica sobre
diferentes substratos (gelatina, fibrinogénio e caseina) no veneno dos animais adultos

de B. jararaca.

Na andlise da variabilidade ontogenética do veneno de B. insularis, foi
verificado um aumento na atividade proteolitica inespecifica de metaloproteinases
da classe P-III no veneno dos animais adultos (Zelanis et al. 2007), caracteristica
também verificada na analise da variabilidade do veneno de B. jararaca, conforme os
resultados apresentados neste trabalho. Esta caracteristica pode refletir a necessidade
da acgdo desta classe de enzimas para a subjugacao de presas maiores. Visto que o
veneno de filhotes parece ser abundante em metaloproteinases da classe P-III, qual
seriam as bases moleculares que poderiam explicar as diferengas entre as atividades

verificadas por estas proteinases no veneno de filhotes e de adultos ?

A resposta pode residir em aspectos que envolvem a modificacdo da estrutura

e, certamente, da funcao destas enzimas nos venenos de filhotes e adultos. Pela
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analise dos resultados de N-deglicosilgdo dos venenos de filhotes e adultos (Figura
19) percebemos que os perfis protedmicos das amostras tornam-se mais semelhantes
entre si apds a completa N-deglicosilagdo. A coloracado fluorescente para carboidratos
corroborou estes dados e a identificacao de spots de proteinas destas regides dos géis
bidimensionais dos venenos de filhotes e adultos mostrou que as principais classes
de toxinas presentes sdo proteinases (metaloproteinases e serinoproteinases). De fato,
a andlise do sub-proteoma de proteinas com afinidade pela lectina concanavalina A
mostrou que metaloproteinases e serinoproteinases estdo entre as principais toxinas
glicosiladas em ambos os venenos. Deve ser ressaltaldo, contudo, que estas
glicoproteinas correspondem a uma subpopulacdo de N-glicoproteinas, visto que a
lectina concanavalina-A tem afinidade por trimanosideos terminais (Brewer e

Bhatacharyya,1986; Naismisth e Field, 1996).

Glicosilagdes, sobretudo N-glicosilagdes, sdo importantes modificacdes pos-
traducionais que conferem estabilidade estrutural a proteinas, um resultado da
formacao de varias interagdes intramoleculares envolvendo por¢des de carboidratos
ligados e diversos residuos da cadeia peptidica (Wang et al. 1996; Mitra et al. 2006).
Apo6s a N-deglicosilagdo total dos venenos é possivel notar diferencas no padrao de
migracao eletroforética das proteinas nos géis. Essas diferencas podem ser devidas a
micro-heterogeneidades de carga, que levam a altera¢des discretas na migragdo das
proteinas durante a primeira dimensao (focalizagdo isoelétrica). Resultados
semelhantes foram reportados em estudos de modifica¢cdes pods-traducionais no
proteoma dos venenos de serpentes australianas por Earl et al. (2006) e Birrel et al.
(2007). H4 que se considerar também a desestabilizacdo estrutural que proteinas
glicosiladas sofrem ap6ds deglicosilagdo, o que as torna mais suscetiveis a autélise,
como observado por Oliveira ef al. 2010 em analise de metaloproteinases das classes
P-I e P-IlIb isoladas do veneno de B. jararaca. Garcia et al. (2004) mostraram o efeito
de modificacdes pés-traducionais na atividade hemorrégica de metaloproteinases de
venenos de serpentes, reportando uma diminuicdo na atividade hemorrdgica da
Jararhagina (uma metaloproteinase da classe P-1IIb isolada do veneno de B. jararaca)

ap6s N-deglicosilagdo. Nossos resultados também sugerem uma diferenciagao
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quantitativa na extensdo de modificagdes pos-traducionais em proteinas dos venenos
de filhotes e adultos de B. jararaca. Estas micro-heterogeneidades estruturais podem
responder pelas diferentes atividades relacionadas a metaloproteinases da classe P-
III nos venenos de filhotes e adultos. Assim, é possivel que as metaloproteinases da
classe P-IIl presentes no veneno de filhotes tenham maior seletividade sobre
substratos moleculares presentes na cascata de coagulacao sanguinea (Fatores Il e X,
por exemplo). Dentre as metaloproteinases que apresentam intensa atividade sobre o
Fator X estdo aquelas pertencentes a subclasse P-IIId. Um exemplo é a
metaloproteinase RVV-X, isolada da serpente Daboia russeli por Takeya e
colaboradores (1992). Até o momento, nenhuma metaloproteinase da classe P-IIId foi
descrita em venenos de serpentes pertencentes ao género Bothrops, contudo é
possivel que enzimas pertencentes a esta subclasse sejam mais expressas no veneno

de filhotes de B. jararaca.

Em andlise de caracteristicas quimicas da Bothrops protease A (BPA), uma
serinoproteinase isolada do veneno de B. jararaca, Murayama et al. (2003) verificaram
que esta proteina apresenta um alto teor de glicosilagdes (8 sitios de N-glicosilagdo e
2 sitios de O-glicosilagdo), que contribuem em cerca de 60% da massa molecular total
da proteina, além de responder pela estabilidade desta enzima. Glicosilagdes sdao
caracteristicas recorrentes em serinoproteinases de venenos de serpentes (Serrano e
Maroun, 2005). Silva-Junior et al. (2007) isolaram e caracterizaram uma
serinoproteinase , BJ-48, do veneno de Bothrops jararacussu em que carboidratos N-
ligados respondem por cerca de 40% da massa molecular da proteina ,sendo
responsaveis pela termoestabilidade desta enzima e por bloquear estericamente o
acesso a inibidores canonicos de serinoproteinases (como SBTI, por exemplo) ao sitio
ativo da proteinase. Caracteristicas semelhantes foram também verificadas nas
proteinas AaV-SP-I e AaV-SP-1I, duas serinoproteinases glicosiladas isoladas do
veneno de Agkistrodon acutus por (Zhu et al. 2005). Conforme os autores, os
volumosos residuos de polissacarideos presentes no loop 37 da estrutura

tridimensional destas proteinas bloqueiam estericamente a ligacao do inibidor SBTL.
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Em nossas tentativas iniciais de identificacdo de proteinas por peptide mass
fingerprint ndo obtivemos éxito quando foram recortados spots dos géis de filhotes na
regidao de 50 a 70 kDa (e pI variando entre 4,3 a 5,5). A causa provavel pode ter sido o
incremento de massa causado pela porcdo de carboidratos nos peptideos,

impossibilitando a identificagdo correta em banco de dados.

Outro aspecto interessante da variabilidade dos venenos de B. jararaca esta
relacionado aos nossos resultados da andlise de N-glicanos dos venenos de filhotes e
adultos por espectrometria de massas. Nossos resultados apontaram para um perfil
praticamente idéntico na composicao de N-glicanos dos venenos de filhotes e adultos
de B. jararaca. Ha, contudo, a possibilidade de termos identificado apenas os glicanos
que apresentaram maior abundancia/eficiéncia de ionizacdo (que parecem ndo

diferir entre as amostras).

Entretanto, considerando que o nivel de N-glicosilacdo parece ser distinto
entre as amostras é possivel especular que a ocupacdo dos sitios de N-glicosilacao nas
glicoproteinas dos venenos de filhotes e adultos é diferente. Assumindo que a
composicdo de N-glicanos nas glicoproteinas ndo varia nos venenos de filhotes e
adultos, a diferenca na utilizacdo do motivo-consenso de N-glicosilagdo (N-X-S/T,
em que X pode ser qualquer aminoacido exceto prolina) poderia explicar as
diferencas verificadas nas mobilidades eletroforéticas apdés completa N-
deglicosilacdo das proteinas dos venenos de filhotes e adultos. Este também parece
ser um cendrio parcimonioso, uma vez que ndo haveria a necessidade de se produzir
composicoes glicidicas distintas conforme a idade dos animais. Ao invés disso, as
inimeras combinagdes geradas pelas diferencas de utilizagdo dos sitios de
glicosilacdo e a presenca de diferentes isdmeros estruturais para uma mesma
composicdo glicidica elevam exponencialmente a probabilidade da geracdo de
glicoformas distintas em ambos os venenos (uma representacdo grafica desta
hipétese foi mostrada na Figura 26). O papel biolégico dos diferentes isomeros
estruturais, bem como o de glicoformas de proteinas em venenos ndo é bem

conhecido, contudo o resultado deste processo biolégico (geracdo de glicoformas),
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em ultima instancia, é a variabilidade verificada no produto biolégico final: o
veneno. A despeito da expressiva N-glicosilagdo presente nas toxinas dos venenos de
tilhotes e adultos de B. jararaca, na analise dos transcritos celulares das bibliotecas de

cDNA de filhotes e adultos verificamos poucos clones cujos produtos sao proteinas

envolvidas na via de glicosilacdo (singletes BJOTD0540S e BJOTD0738S).

Verificamos também indicios de dimorfismo sexual na composicdo dos
venenos de machos e fémeas adultas de B. jararaca. Diferencas nos proteomas dos
venenos de machos e fémeas adultas de B. jararaca ja haviam sido estudadas por
nosso grupo com resultados semelhantes no que diz respeito aos perfis
eletroforéticos, atividades biolégicas e presenca de peptideos biologicamente ativos

(Menezes et al. 2006; Furtado et al. 2006; Pimenta et al. 2007, respectivamente).

Embora ndo tenhamos objetivado uma andlise funcional dos venenos de
machos e fémeas adultas, se correlacionarmos os resultados obtidos nas anélises
protedmica e transcriptdmica com aqueles apresentados por Furtado et al. (2006), (em
analise dos venenos de machos e fémeas adultas da espécie B. jararaca) podemos
observar uma forte relacdo entre a presenca/abundancia de algumas classes de
toxinas e atividades bioldgicas. Conforme estes autores (Furtado et al. 2006) o veneno
dos machos adultos apresentou uma atividade miotéxica e fosfolipasica
significativamente maior que o das fémeas. Estas atividades estdo relacionadas, uma
vez que a miotoxicidade é freqlientemente atribuida a isoformas K-49 de fosfolipases
A2 (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Kini, 1997). De fato, em nossos resultados verificamos
uma expressdo pronunciada de fosfolipases A2 na andlise dos transcritos da
biblioteca de machos adultos de B. jararaca (quase cinco vezes maior). Segundo
Furtado et al. (2006) a atividade hemorragica do veneno de B. jararaca, atribuida a
atividade de metaloproteinases, foi significativamente maior no veneno das fémeas.
Em concordancia com este resultado, também verificamos uma maior expressao de

metaloproteinases na anélise dos transcritos da biblioteca de fémeas.

Embora as implicacdes biologicas destes resultados ndo sejam facilmente

evidentes a partir apenas do perfil protedmico/transcriptomico dos venenos,
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algumas hipoteses podem ser formuladas. Conforme Furtado et al. (2006), a diferenca
de tamanho das fémeas em relacdo aos machos de B. jararaca e, possivelmente, a
diferenca de dieta que machos e fémeas adotariam na natureza poderia refletir uma
particio de nicho ecolégico, na qual, uma diferenca sexual na dieta evitaria
interacOes intra-especificas desarmonicas entre machos e fémeas (competicao por um
mesmo tipo de alimento, por exemplo), tendo importantes conseqiiéncias também na
composicdo dos respectivos venenos. Hipétese semelhante foi também formulada
por Travaglia-Cardoso et al. (2010) em andlise do dimorfismo sexual no
desenvolvimento e producdo de veneno da serpente B. insularis. Conforme esses
autores, a potencial interacdo intra-especifica desarmoénica na populacdo desta
espécie insular pode ser minimizada na medida em que machos e fémeas se

alimentam de itens alimentares diferentes.

Entretanto, essas sdo apenas hipoteses que poderiam estar relacionadas com as
diferencas nos perfis de toxinas verificados nos venenos de machos e fémeas de B.
jararaca. Uma analise de contetido estomacal de machos e fémeas seria de grande
importancia no intuito de se verificar uma diferenca na preferéncia de presas pelos

animais.

5.4 Consideragoes acerca do peptidoma do veneno de B. jararaca

Neste trabalho exploramos alguns aspectos do peptidoma dos venenos de
filhotes e adultos de B. jararaca. Embora esta abordagem tenha dado énfase na
identificagdo dos BPPs, identificamos também alguns peptideos oriundos de
processos proteoliticos, como fragmentos de metaloproteinases e L-aminoacido
oxidases (dados ndo mostrados). Ao analisarmos nossas amostras de peptideos dos
venenos de filhotes e adultos de B. jararaca por espectrometria de massas do tipo
MALDI-ToF observamos, além de massas correspondentes a BPPs conhecidos,
diversas massas cuja identidade ndo pode ser correlacionada com a estrutura
primdria de nenhum peptideo descrito em venenos até o momento. Por este motivo
optamos por proceder uma incubagdo prévia das amostras com inibidores de

metaloproteinases e serinoproteinases. Nossos resultados sugerem que a diferenca
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nas massas observadas quando as amostras nao foram incubadas com os inibidores
pode refletir diferencas de especificidade de clivagem por diferentes proteinases
presentes nas amostras de veneno. A incubacdo prévia com EDTA resultou em um
espectro de massas “menos complexo”, se comparado aquele gerado apds a
incubacdo das amostras com PMSF. Esse resultado sugere a participagdo intensa de
metaloproteinases na protedlise de componentes do préprio veneno, fato ja
observado por outros grupos (Sousa et al. 2001; Moura da Silva et al. 2003; Marques-
Porto et al. 2008).

A elevada concentracdo de proteinas na glandula de veneno (cerca de 100
mg/mL, resultados ndo publicados) poderia tornar inviavel a manutencdo deste
epitélio e, conseqlientemente, a existéncia do préprio veneno, nao fossem algumas
“estratégias” existentes para suplantar o efeito da alta concentracdo de hidrolases,
tais como o baixo pH do veneno e a alta concentragdo do ion citrato na glandula de
veneno (Marques-Porto et al. 2008; Francis et al. 1992; Freitas et al. 1992). Marques-
Porto et al. (2008) mostraram que um tripeptideo de seqtiéncia piroglutamil-lisil-
triptofano (<E-K-W) presente no veneno de B. jararaca é capaz de inibir a atividade
de metaloproteinases do veneno sobre um substrato fluorogénico. Recentemente
Favreau et al. (2007) demonstraram a existéncia de peptideos ricos em histidina e
glicina no veneno de Atheris squamigera e A. nitschei. Os autores propuseram a
participagdo deste peptideo, denominado pHpG (poli-histidina-poli-glicina), na
atividade inibitéria de metaloproteinases, por meio de interacdo da seqiiéncia de
histidinas com o atomo de zinco, presente no sitio ativo das metaloproteinases. E
interessante observar que tanto o tripeptideo <E-K-W quanto o pHpG estdo
presentes na seqiiéncia do precursor dos peptideos potenciadores de bradicinina
(BPPs) (o peptideo <E-K-W é na verdade encontrado na forma Q-K-W; a glutamina
sofre um processamento pos-traducional, em que ocorre a ciclizacdo deste residuo
em 4cido piroglutdmico, aqui representado pelo simbolo <E). A dilui¢do dos venenos
em concentragdes muitas vezes menores que aquelas encontradas na glandula de

veneno, por si sO ja é um fator que poderia iniciar a atividade de proteinases. Uma
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vez injetado, os inibidores presentes na glandula de veneno tornam-se diluidos na
circulacdo da presa. Além disso a elevacdo do pH para valores proximos da

neutralidade (pH ~7,2) torna ativa a maioria das proteinases presentes nos venenos.

Dentre os resultados verificados na andlise peptiddmica, especial atengao deve
ser dada as novas estruturas primarias de BPPs que encontramos. Peptideos
potenciadores de bradicinina sdo moléculas bioativas ricas em prolina, expressas na
glandula de veneno de B. jararaca (Hayashi e Camargo, 2005). Eles sdo considerados
marcos no estudo da fracdo peptidica do veneno de diversas espécies de viperideos,
tendo sido purificados ou identificados por técnicas bioquimicas classicas e
espectrometria de massas (Ferreira, 1965; Ferreira et al. 1998; Menin et al. 2008). Neste
estudo verificamos estruturas primarias que indicam um processamento dos BPPs de
forma diferente da canonicamente descrita na literatura toxinolégica (Murayama et
al. 1997). Observamos a presenca de um N-terminal diferenciado, composto da
seqliéncia <E-Q-W-A (<E representa a ciclizacdo de um residuo de glutamina em
acido piroglutdimico, uma modificagdo pos-traducional comum neste tipo de
molécula, catalizada por aciltransfereases especificas denominadas glutaminil
ciclases (Pawlak e Kini, 2006)). A analise do precursor tipico dos BPPs descrita
pioneiramente por Murayama e colaboradores (1997) sugere que a seqtiéncia Q-Q-W-
A seria um linker entre os BPPs que estdo organizados em tandem na estrutura do
precursor (vide Figura 29). Até o momento a enzima responsavel pelo processamento
dos BPPs maduros a partir do seu precursor ndo foi descrita. Sabe-se, contudo, que
esse mecainsmo ndo parece apresentar similaridade com a via de processamento de
peptideos bioativos que envolve a agdo de serinoproteinases Kex2-like, que atua
sobre residuos basicos (Lipkind et al. 1995, Murayama et al. 1997). Além disso,
verificamos também formas do BPP 11e, cujo C-terminal apresentou os residuos A-P
ou A-P-L (Tabela 16). A forma do BPP 1le + A-P j4 avia sido descrita por Rioli e
colaboradores (2008), que nomearam este BPP como BPP-AP. Conforme relatado
pelos autores em experimentos na microcirculacgdo de camundongos, o BPP-AP

apresenta uma capacidade vasodilatadora de arteriolas superior a do BPP 11e.
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Desta forma, nossos dados sugerem, além da presenca de novas estruturas de
BPPs, uma forma de processamento pos-traducional diferenciada daquela
anteriormente descrita para os BPPs. E importante ressaltar que, além dos BPPs
listados na Tabela 16, verificamos espectros de MS/MS correspondentes a outros
BPPs, com os sinais tipicos dos ions yi1 e y2, correspondentes aos dois residuos de
prolina C-terminais (m/z = 116 e 213, respectivamente). Contudo, a despeito destas
seqiiéncias-assinatura de BPPs, estes espectros apresentaram-se bastante ruidosos para
identificagdo maual e também nao foram incluidos na lista de identificacdes geradas

pelo programa Mascot.

Assim, observamos a extensdo da variabilidade do veneno de B. jararaca além
do protema. Novamente, estes resultados indicam uma maior complexidade dos
venenos de viperideos, particularmente desta espécie. Projetos em andamento em
nosso laboratério tém como objetivo verificar a atividade biolégica dos novos BPPs

encontrados neste trabalho.

5.5 Consideragoes finais

O envenenamento ofidico foi recentemente incluido na lista de doencas
tropicais negligenciadas (Williams et al. 2010). E considerado uma doenca
ocupacional, acometendo diversos trabalhadores rurais, principalmente em paises
subdesenvolvidos, em que o acesso ao soro anti-ofidico é precario ou até mesmo
inexistente (Warrell, 2010). Considerando a mortalidade dos casos (que varia de
20.000 a 125.000 por ano no mundo), o envenenamento ofidico chega a figurar entre
as doencas tropicais negligenciadas de maior mortalidade (Williams et al. 2010), o
que denota a sua grande importdncia no dambito da satide ptublica. Neste cendrio, o
estudo dos venenos ofidicos é de extrema importancia, pois fornece os subsidios para
o entendimento dos alvos-moleculares das toxinas, aspectos fisiopatologicos do
envenenamento, além de auxiliar no desenvolvimento dos correspondentes

antivenenos. Desta forma, acreditamos que uma das grandes contribui¢des deste
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trabalho foi a de acrescentar informagdes importantes sobre a composi¢ao do veneno
da espécie B. jararaca, cujo veneno compde 50% do pool de imunizacdo dos cavalos na
producdo do soro anti-botrépico nacional (Instituto Butantan). Kamiguti (1988) ja
havia reportado a baixa capacidade de neutralizagdo da atividade coagulante do
veneno de filhotes de B. jararaca pelo soro anti-botrépico comercial. Em um trabalho
recente, Antunes et al. (2010) mostraram o baixo titulo de anticorpos do soro anti-
botrépico produzido pelo Instituto Butantan contra proteinas do veneno de filhotes

de B. jararaca em comparacdo ao veneno de adultos.

A variabilidade verificada nos venenos ofidicos tem, portanto, uma grande
importancia sobretudo para a selecdo do pool de imunizacdo de cavalos para
producdo de soros. Assim, esperamos que os dados reportados neste trabalho
possam servir de alicerce para projetos futuros que versem sobre a variabilidade em
venenos ofidicos, bem como possam nortear o aprimoramento dos soros-antiofidicos

produzidos atualmente.
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6. Conclusoes

1. A andlise protedmica do veneno de B. jararaca revelou perfis distintos para o
veneno de filhotes e adultos desta espécie, bem como um dimorfismo sexual

entre os venenos de machos e fémeas adultas;

2. A atividade proteolitica sobre fibrinogénio, gelatina e caseina do veneno de
adultos mostrou-se mais intensa em relacido ao veneno de filhotes. Esta
caracteristica pode estar associada a capacidade de subjugar presas de maior
porte, além de sugerir uma diferenca de especificidade de substratos por

proteinases dos venenos dos animais em diferentes fases de vida;

3. O proteoma do veneno de filhotes apresentou uma diversidade de isoformas
acidas (pIs variando de 4,3 a 5,5), de alta massa molecular (50 a 70 kDa) de
metaloproteinases da classe P-III enquanto o veneno de adultos mostrou uma

abundancia de metaloproteinases da classe P-I(P-Ila) com massas moleculares

variando de 23 a 30 kDa e pI entre 6,0 e 7,0;

4. Metaloproteinases estdo entre as principais toxinas diferencialmente expressas
nos venenos de filhotes e adultos. Neste sentido, a principal diferenca
verificada pela andlise protedmica e transcriptomica diz respeito ao quociente

de metaloproteinases da classe P-III/P-I, maior no veneno de filhotes;

5. A atividade coagulante sobre o plasma verificada no veneno de filhotes de B.
jararaca é o resultado da atividade majoritaria de metaloproteinases, enquanto
para o veneno dos adultos, esta atividade ¢é desempenhada
concomitantemente por serinoproteinases e metaloproteinases. Neste
contexto, a elevada atividade coagulante sobre o plasma verificada nos

venenos de filhotes é decorrente, em parte, da maior velocidade e intensidade
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com que este veneno ativa os Fatores II e X da cascata de coagulagao

sanguinea;,

A maior letalidade do veneno de filhotes sobre aves pode estar relacionada
com a intensa atividade coagulante deste veneno sobre o plasma. Esta
caracteristica do veneno de filhotes poderia configurar uma defesa contra

potenciais predadores na natureza;

Os perfis peptidicos dos venenos de B. jararaca filhotes e adultos apresentaram
diferencas expressivas quando as amostras de veneno foram incubadas
previamente com inibidores de metaloproteinases e serinoproteinases (EDTA
e PMSF, respectivamente), caracteristica que sugere a participacdo destas
toxinas em processos proteoliticos, bem como na geracdo da diversidade da

complexidade do peptidoma dos venenos;

A andlise do sub-peptidoma de peptideos potenciadores de bradicinina
revelou novos peptideos, diferentes das formas candnicas ja conhecidas e cujas
estruturas primdrias sugerem uma diferenciacdo no processamento pos-

traducional destas moléculas no veneno;

Analisamos 2166 clones das bibliotecas de filhotes e adultos (machos e fémeas)
de cDNA de B. jararaca, que compuseram 965 clusters. Deste universo, os
transcritos correspondentes a toxinas compdem cerca de metade das
mensagens presentes nas glandulas e mostraram ainda expressiva diferenca

quanto a expressdo nos venenos de espécimes filhotes e adultos;

Os resultados de protedmica e transcriptomica revelaram que
metaloproteinases sdo as classes de toxinas mais abundantes no veneno de
filhotes; no veneno de adultos a expressao de serinoproteinases, precursores
de peptideos potenciadores de bradicinina, e lectinas tipo-C duplica em

relacdo ao veneno de filhotes;
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Verificamos um dimorfismo sexual entre os venenos de machos e fémeas
adultas de B. jararaca. Fatores de crescimento de nervo estao entre as toxinas

aparentemente exclusivas do veneno de machos adultos;

. Diferencas no nivel e extensdo de N-glicosilagdes, sdo responsaveis pela

grande variabilidade verificada nos venenos de filhotes e adultos de B. jararaca
e constituem uma importante forma de diversificacdo dos proteomas dos

venenos,

Este é o estudo mais abrangente sobre a variabilidade do veneno de uma
serpente ja realizado. Seus resultados demonstram que ocorre um amplo
rearranjo na composicdo do veneno desta espécie, o qual deve acontecer na
fase de transicdo entre as idades infantil e adulta da serpente. Os fatores da
regulacdo génica que determinam este rearranjo ndo sao conhecidos, nem se
este é influenciado por mudancas hormonais na serpente, mas certamente este
acompanha as mudancas corporais e de dieta que caracterizam a espécie,
implicando que toxinas altamente expressas em uma determianada fase da
vida permitiriam a serpente atingir a maxima eficiéncia de seu veneno para

um determinado tipo de presa.
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LISTA DE ANEXOS

Tabela A1-A4: Peptideos identificados nos spots dos géis bidimensionais de filhotes
e adultos (machos e fémeas) de B. jararaca.

Tabela A5: Peptideos e proteinas identificadas no experimento de protedmica
quantitativa (iTRAQ™).

Tabela A6: Identificacdes realizadas no experimento de LC-MS/MS dos peptideos
tripsinicos oriundos das proteinas adsorvidas a coluna de Concanavalina A-
sepharose.

Tabela A7: Identificacdo dos clusters correspondentes a toxinas das bibliotecas de
cDNA de B. jararaca.

Tabela AS8: Identificacdo dos clusters correspondentes a transcritos celulares das

bibliotecas de cDNA de B. jararaca.



Tabela Al: Peptideos identificados no gel bidimensional do veneno de filhotes de B. jararaca.

N° Nuamero de Proteina Peptideos identificados
do spot acesso
Zinc-
1 gi|123908731 mtalloproteinase- KQNGVTIPCAR
disintegrin LTPGSQCADGLCCDQCR
bothrojarin
Zinc- DXXBR
2 gi|48427991 metalloproteinase ERDXXBRD
jerdonitin preursor XTPGSBCADGXCCDBCR
YLYIR
3 gi| |82219706  Zinc LFCHTK
metalloproteinase- LHSWVECESGECCDQCR
disintegrin HF3 TDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPR
precursor
TDXXRTR
Metalloproteinases NNDDXDK
4 gi| 76365442 P-1II BTDXXTR
KNNDDXDBXKT

SGSBCGHGDCCEBCK

172



gi| 82214993 Zinc
metalloproteinase-
disintegrin
BITMO6A precursor

YNPFR

TDXXTR

GMVXPGTK

KTDXXTR

NNGDXDBIK

XPCAPEDVK

GNYYGYCR

BXPCAPEDVK

MFYSNDDEHK

XPCAPEDVBCGR

DNBBGNYYGYCR
VCSNGHCVDVATAY-
MYEXANXVNEXXR
YCBDNSPGBNNPCK
YVEXFXVVDBEMVTK
MFYSNDDEHBGMVXPGTK
SGSBCGHGDCCEBCBFSK
XTVBPDVDYTXNSFAEWR
YXYMHAAXVGXEXWSNGDK
ASMSECDPAEHCTGBSSECPADVFHK
HDNABXXTAXDFNGPTXGYAYXGSMCHPK
KHDNABXXTAXDFNGPTXGYAYXGSMCHPK

Zinc
gi| 82189787 metalloproteinase-
disintegrin ACLD
precursor

ATDXXK
XFEXVNTMNEMFXPLNXR

gi| 32306927 Metalloprotease
BOJUMET II

BBNGVTXPCARK
RYXXDNRPPCXXNXPXRT

173



DLMLVR
AAYPELPAEYR
8 gi| 82233395 Venom serine  IMGWGSITPIQK
proteinase HS5114 NDDALDKDLMLVR
precursor TNPDVPHCANINLLDDAVCR
VIDYNTWIESVIAGNTAATCPP-
LDSPVSDSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
DXXPR
KDXXK
9 gi|82197476 Zinc ERDXXPR
metalloproteinase  YNSNXNTXR
insularinase-A  YXEXAVVADHGMFTK
Phospholipase A2 BXCECDR
10 gi| 166012653 CCFVHDCCYGK
-NXWBFGR
BXCECDR
11 gi|158518414  Phospholipase A2 XDXYTYSK
(BinTx-II) VAAXCFBDNK
CCYVHDCCYGK
ETGDXVCGGDDPCBK
Zinc ERDXXPR-
12 gi|172044592  metalloproteinase YNSNXDTXR
BnP2 VHEMVNTVDGFFR
Zinc CTGBSGDCPR
13 gi|123911605  metalloproteinase MAHEXGHNXGXDNDR
precursor XTTGSBCAEGXCCDBCK

174



81195927838

L- amino acid
oxidase precursor

AHAXR

EYXXK

SGXTAAR

XBBDVK

STTDXPSR

YDTYSTK

XFLTCTK

FEPPXPPK

NGXSATSNPK

XEXTCTBK

FEPPXPPBK

FDEXVGGMDK

HDDXFAYEK

XBFEPPXPPK

EVTVTYBTSAK
FWEDDGXHGGK
EGWYANXGPMR
HDDXFAYEBR
SAGBXYEESXBK
BFWEDDGXHGGK
XPTSMYBAXBEK
ETDYEEFXEXAK
NDBEGWYANXGPMR
DPGVXEYPVBPSEVG
EGWYANXGPMRXPEK
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBKAVEEXR
XYFAGEYTABAHGWXDSTXK
VGEVNBDPGVXEYPVBPSEVGK
FGXBXNEFSBENENAWYFXK
FDEXVGGMDBXPTSMYBAXBEK
BFGXBXNEFSBENENAWYEXK
HVVXVGAGMSGXSAAYVXANAGHBVTVXEASBR
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176

SVNPTASNMXK

15 8148428846  Ablomin precursor MEWYPEAAANAER
CGENXYMSPXXMK
BPEXBNEXVDXHNSXR

#Numero de acesso da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI). X e B significam ambigtiidades
de massas (entre residuos de L ou I e entre residuos de K ou Q, respectivamente). Peptideos C-terminais estdo
apresentados em italico.

Tabela A2: Peptideos identificados no gel bidimensional do veneno de adultos de B. jararaca.

N° Nuamero de Proteina Peptideos identificados
do spot acesso#

YNPFR
TDXXTR
GMVXPGTK
BTDXXTR
NNGDXDKXK
XPCAPEDVK
GNYYGYCR
KXPCAPEDVK
DNSPGBNNPCK
MFYSNDDEHK
VCSNGHCVDVATAY-
1 gi| 82214993 Zinc metalloproteinase- ~ MYEXANXVNEXXR
disintegrin BITMO6A XYCBDNSPGBNNPCK
precursor YVEXFXVVDBEMVTK

MFYSNDDEHBGMVXPGTK
SGSBCGHGDCCEBCBFSK
XTVKPDVDYTXNSFAEWR
YXYMHAAXVGXEXWSNGDK
ASMSECDPAEHCTGBSSECPADVFHK




gi| 231997 Zinc metalloproteinase-
disintegrin jararhagin
precursor

TDLLTR

GMVLPGTK

KTDLLTR

NNGDLDKIK

IPCAPEDVK

GNYYGYCR

MFYSNDDEHK
VCSNGHCVDVATAY-
MYELANIVNEIFR
YIEFFVVVDQGTVTK
LYCKDNSPGQNNPCK
MFYSNDDEHKGMVLPGTK
ITVKPDVDYTLNSFAEWR
YLYMHVALVGLEIWSNGDK
ASMSECDPAEHCTGQSSECPADVFHK

KN-BJ 2
gi 13959622

LDSPVK

DIMLIR

FFCLSSK

TLCAGILQGGK
AAYPELPATSR
NSAHIAPILSLPSSPPIVGSVCR

gi| 82190823 Zinc metalloproteinase
bothropasin

YNPFR

TDLLTR

GMVLPGTK

KTDLLTR

IPCAPEDVK

GNYYGYCR
DNSPGQNNPCK
SGSQCGHGDCCEQCK
ITVKPDVDYTLNSFAEWR

177



gi | 82127389

L-amino-acid oxidase
precursor

WSXDK
YDTYSTK
XEXTCTK
NGXSTTSNPK
NPXEECFR
HDDXFAYEK
EGWYANXGPMR
SAGBXYEESXBK
XPTSMYBAXBEK
ETDYEEFXEXAK

gi| 82127389

L-amino-acid oxidase
precursor

STTDXPSR
XFXTCTK
NGXSTTSNPK
NPXEECFR
HDDXFAYEK
SAGBXYEESXBK
ETDYEEFXEXAK

gi 41353970

C-type lectin

XFDEXK
NAFXCBCK
DFSWEWTDR
SCTDYXSWDK
XWNDBVCESK
GBSEVWXGXWDK
EFCVEXVSDTGYR

gi | 41353970

C-type lectin

XFDEXK
DAEMFCR
NAFXCBCK
DFSWEWTDR
SCTDYXSWDK
XWNDBVCESK
EFCVEXVSDTGYR

178



gi | 41353970

C-type lectin

XFDEXK

DAEMFCR

NAFXCBCK

DAEMFCRK

NAFXCBCK

DFSWEWTDR
SCTDYXSWDK
XWNDBVCESK
AWKDAEMFCR
BDFSWEWTDR
GBSEVWXGXWDK
GBSEVWXGXWDBK
EFCVEXVSDTGYR
XWNDBVCESKNAFXCBCK
SCTDYXSWDKNBPDHYBNK

10

gi| 82219563

Zinc
metalloproteinase/disintegrin
precursor

DLLNR
KTDLLNR

TDLLNRK

DNPQCILNK

THQMVNIMK

RIHQMVNIMK
YIELFLVVDHGMFMK
YFSDCSYIQCWDFIMK
DMINVQPAAPQTLDSFGEWR
HDTGSCSCGGYSCIMAPVISHDIAK
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180

11

gi 82219563

Zinc
metalloproteinase/disintegrin
precursor

TDLLNR

KTDLLNR

YNGNSDKIR

DNPQCILNK

THOMVNIMK

RIHOQMVNIMK
YIELFLVVDHGMFMK
YFSDCSYIQCWDFIMK
DMINVQPAAPQTLDSFGEWR
HDTGSCSCGGYSCIMAPVISHDIAK
YFSDCSYIQCWDFIMKDNPQCILNK

12

gi 461511

Ancrod (Venombin-A)

VVGGDECNXNEHR
VVGGDECNXNEHRSXAXMYA-

13

gi|172044592

Zinc metalloproteinase BnP2

DXXP

ERDXXP
YNSNXDTXR
VHEMVNTVDGFFR

14

gi 48428846

Ablomin precursor

SVNPTASNMXK
BPEXBNEXVDXHNSXR

# Ntmero de acesso da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI). X e B significam
ambigiiidades de massas (entre residuos de L ou I e entre residuos de K ou Q, respectivamente). Peptideos
C-terminais estao apresentados em {talico.



Tabela A3: Peptideos identificados no gel bidimensional do veneno de machos adultos de B. jararaca.

N° Numero de Proteina
do spot acesso#

Peptideos identificados

21182214993  Zinc metalloproteinase-
disintegrin BITM06A
precursor

YNPFRY

TDXXTRK

GMVXPGTK

BTDXXTRK

NNGDXDKXK

XPCAPEDVK

GNYYGYCRK

KXPCAPEDVK

DNSPGBNNPCK

MFYSNDDEHK
XPCAPEDVBCGR
MYEXANXVNEXXR
YVEXFXVVDBEMVTK
XKSGSBCGHGDCCEBCK
CADGBVCSNGHCVDVATAY-
MFYSNDDEHKGMVXPGTK
XTVBPDVDYTXNSFAEWR
YXYMHAAXVGXEXWSNGDK
YVEXEXVVDBEMVTBNNGDXDK
ASMSECDPAEHCTGBSSECPADVFHK
HDNABXXTAXDFENGPTXGYAYXGSMCHPK
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81195927838

L- amino acid oxidase
precursor

AHAXRS

EYXXK

SGXTAAR

VRXNVR

RVGEVNK

STTDXPSR

YDTYSTK

XFXTCTK
NGXSATSNPK
VXKXBBDVK
HDDXFAYEK
TNCSYMXNK
EVTVTYBTSAK
HDDXFAYEBR
SAGBXYEESXBK
XPTSMYBAXBEK
ETDYEEFXEXAK
DPGVXEYPVBPSEVGK
EGWYANXGPMRXPEK
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBBAVEELR
XYFAGEYTABAHGWXDXSTXK
VGEVNBDPGVXEYPVBPSEVGK
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81195927838

L- amino acid oxidase
precursor

EYXXK

AVEEXRR

STTDXPSR

XEXTCTK

NGXSATSNPK

XEXTCTBK

FEPPXPPBK

VXKXBBDVK

FDEXVGGMDK

HDDXFAYEK

XKFEPPXPPK

EVTVTYBTSAK
FWEDDGXHGGK
RFDEXVGGMDK
EGWYANXXGPMR
HDDXFAYEBR
SAGBXYEESXBK
KFWEDDGXHGGK
XPTSMYBAXBEK
ETDYEEFXEXAK
NDKEGWYANXGPMR
DPGVXEYPVBPSEVGK
EEXBAFCRPSMXBR
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBBAVEEXR
XYFAGEYTABAHGWXDSTXK
VGEVNKDPGVXEYPVBPSEVGK
AMGGXTTFTPYBFBHFSEAXTAPVDR
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81195927838

L- amino acid oxidase
precursor

EYXXK

TYRNDK

STTDXPSR

XFXTCTK

FEPPXPPK

FEPPXPPKK

FDEXVGGMDK

TNCSYMXNK

HDDXFAYEK

XBFEPPXPPK

EVTVTYBTSAK
FWEDDGXHGGK
RFDEXVGGMDK
HDDXFAYEBR
EGWYANXGPMR
SAGBXYEESXBK
KFWEDDGXHGGK
XPTSMYBBAXBEK
ETDYEEFXEXAK
NDKEGWYANXGPMR
DPGVXEYPVKPSEVGK
EGWYANXGPMRXPEK
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBBAVEEXR
XYFAGEYTABAHGWXDSTXK
VGEVNBDPGVXEYPVBPSEVGK
FDEXVGGMDBXPTSMYBAXBEK
EGNXSPGAVDMXGDXXNEDSGYYVSEXESXK

gi 82217029

Venom nerve growth
factor precursor (VNGF)

NENFG-
IDTACVCVISR
ALTMEGNQASWR
IDTACVCVISRK
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gi| 82214994

Zinc metalloproteinase
BITMO2A precursor

TDXXNR

BTDXXNR

XHBBMVNXMK

ENPBCXXNK

ENPBCXXNBR

RXHBMVNXMK

YXEXFXVVDHGMFMK
YFSDCSYXBCWDEFXMK
DMXNVBPAAPBTXDSFGEWR
BSHDNABXXTNTDFDGPTXGXAYVGTIMCDPK

gi| 82219563

Zinc
metalloproteinase/disintegrin
precursor

TDLLNR

KTDLLNR

DNPQCILNK

IHOMVNIMK

RIHOMVNIMK

KASQSNLTPEHQR
YIELFLVVDHGMEMK
YFSDCSYIQCWDFIMK
DMINVQPAAPQTLDSFGEWR
DMINVQPAAPQTLDSFGEWRK
HDTGSCSCGGYSCIMAPVISHDIAK
YFSDCSYIQCWDFIMKDNPQCILNK
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TDLLNRK
KTDLLNRK
DNPQCILNKQ
IHOQMVNIMKE
8 RIHQMVNIMKE
gi| 82219563 Zinc KASQSNLTPEHQRY
metalloproteinase/disintegrin YIELFLVVDHGMFMKY
precursor YFSDCSYIQCWDFIMKD
DMINVQPAAPQTLDSFGEWRK
STAVIEDHSETDLLVAVTMAHELGHNLGIRH

TDLLNRK
TDLLNRKS
BTDLLNRK
YNGNSDKIRR

9 DNPQCILNKQ

gi | 82219563 Zinc IHQMVNIMKE
metalloproteinase/disintegrin RIHQMVNIMKE
precursor YIELFLVVDHGMFEMKY

YFSDCSYIQCWDFIMKD
DMINVQPAAPQTLDSFGEWRK
HDTGSCSCGGYSCIMAPVISHDIAKY
STAVIEDHSETDLLVAVTMAHELGHNLGIRH
-MVXXR
DXMXXR

10 gi|109254946  Serine proteinase isoform 5 FXCPNR
DBDXMXXR
EBFXCPNR
SSCDGDSGGPXXCNGEXBGXVSWGGDXCABPR

# Ntmero de acesso da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI). X e B significam ambigtiidades
de massas (entre residuos de L ou I e entre residuos de K ou Q, respectivamente). Peptideos C-terminais estdo
apresentados em f{talico.


http://172.25.60.20/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20080904/F004357.dat&hit=gi%7c109254946&px=1&protscore=204.5&_mudpit=1000

Tabela A4: Peptideos identificados no gel bidimensional do veneno de fémeas adultas de B. jararaca.

N° Numero de acesso# Proteina
do spot

Peptideos identificados

1 gi| 82214993 Zinc

metalloproteinase-

disintegrin
BITMO6A
precursor

YNPFR

TDXXTR

GMVXPGTK

KTDXXTR

NNGDXDBXK

XPCAPEDVK

GNYYGYCR

KXPCAPEDVK

DNSPGBNNPCK

MFYSNDDEHK

YVEXFXVVDBEMVTK
MFYSNDDEHKGMVXPGTK
CADGBVCSNGHCVDVATAY-
XTVBPDVDYTXNSFAEWR
YXYMHAAXVGXEXWSNGDK
YVEXEXVVDBEMVTBNNGDXDK
ASMSECDPAEHCTGBSSECPADVFHK
HDNABXXTAXDENGPTXGYAYXGSMCHPK
BHDNABXXTAXDFNGPTXGYAYXGSMCHPK

MYEXANXVNEXXRYXYMHAAXVGXEXWSNGDK
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2

81195927838

L- amino acid
oxidase precursor

EYXXK

TYRNDK

STTDXPSR

XFXTCTK

NGXSATSNPK
XFXTCTBK

VXKXBBDVK
HDDXFAYEK
EVTVTYBTSAK
HDDXFAYEBR
EGWYANXGPMR
SAGBXYEESXBK
XPTSMYBAXBEK
ETDYEEFXEXAK
NDBEGWYANXGPMR
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBKAVEEXR
XYFAGEYTABAHGWXDSTXK
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3

21195927838

L- amino acid
oxidase precursor

EYXXK

STTDXPSR

XEXTCTK

FEPPXPPK

NGXSATSNPK

XEXTCTBK

FEPPXPPBK

VXKXBBDVK

FDEXVGGMDK

HDDXFAYEK

SGXTAARDVNR

XBFEPPXPPK

EVTVTYBTSAK
FWEDDGXHGGK
RFDEXVGGMDK
HDDXFAYEBR
EGWYANXGPMR
SAGBXYEESXBK
XPTSMYBAXBEK
ETDYEEFXEXAK
NDBEGWYANXGPMR
DPGVXEYPVBPSEVGK
EGWYANXGPMRXPEK
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBBAVEEXR
XYFAGEYTABAHGWXDSTXK
VGEVNBDPGVXEYPVKPSEVGK
FGXBXNEFSBENENAWYEFXK
FDEXVGGMDBXPTSMYBAXBEK
BFGXBXNEFSBENENAWYEFXK
YAMGGXTTFTPYBFBHFSEAXTAPVDR
HVVXVGAGMSGXSAAYVXANAGHBVTVXEASBR
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4

gi|195927838 L- amino acid oxidase
precursor

EYXXK

TYRNDK

STTDXPSR

YDTYSTK

XEXTCTK

FEPPXPPK

NGXSATSNPK

XEXTCTBK

FEPPXPPBK

VXBXBBDVK

FDEXVGGMDK
HDDXFAYEK

XBFEPPXPPK

EVTVTYBTSAK
FWEDDGXHGGK
RFDEXVGGMDK
DDXFAYEBR
EGWYANXGPMR
AGBXYEESXBK
XPTSMYBAXXEK
ETDYEEFXEXAK
NDBEGWYANXGPMR
DPGVXEYPVBPSEVGK
EGWYANXGPMRXPEK
ETXSVTADYVXVCTTSR
SAGBXYEESXBBAVEEXR
XYFAGEYTABAHGWXDSTXK
VGEVNBDPGVXEYPVKPSEVGK
FGXBXNEFSBENENAWYFXK
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5 gi|172044592 Zinc metalloproteinase BnP2

DXXPR-

ERDXXPR-

YNSNXDTXR
TXTSFGEWR
VHEMVNTVDGFFR
SMNVDASXANXEVWSK

6

gi| 62131098

bothojaracin chain A
precursor

FFQQK
MNWADAER
WSDGSSVSYENVVGR
MNWADAERFCSEQAK
QCSSKWSDGSSVSYENVVGR
GGHLVSFQSDGETDFVVNLVTEK

7

gi 1839441

platelet glycoprotein Ib-
binding protein alpha
subunit, GPIb-BP alpha
subunit

FIRP-

FFQQK

CFALEK

FCSEQAK

CFALEKK

KCFALEK

YYVWIGLR
YYVWIGLRIENK
ESWDDRSEYDAER
WSDYSSVSYENLVR
-DTPFECPSDWSTHR
WVNIDCVEGNPFVCK
KWVNIDCVEGNPFVCK
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8

gi| 399125

Botrocetin alpha chain (Platelet
coagglutinin)

FFQQK

NPFVCK

CFALEK

GGHLVSIK

FCSEQAK

KCFALEK
MNWADAER
NPEVCKSPPP-
NIQSSDLYAWIGLR
-DCPSGWSSYEGNCYK
MNWADAERFCSEQAK

gi| 41353970

C-type lectin

XFDEXK
NAFXCBCK
DFSWEWTDR
SCTDYXSWDK
XWNDBVCESK
AWBDAEMFCR
BDFSWEWTDR
GBSEVWXGXWDK
GBSEVWXGXWDKK
EFCVEXVSDTGYR

SCTDYXSWDBNBPDHYBNK
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DAEMEFCR
NAFXCBCKF-
DFSWEWTDR
SCTDYXSWDK
XWNDBVCESK

10 gi| 41353970 C-type lectin AWBDAEMEFCR 793
BDFSWEWTDR
GBSEVWXGXWDK
GBSEVWXGXWDKK
EFCVEXVSDTGYR
SCTDYXSWDBNBPDHYBNK

#*Numero de acesso da proteina no National Center for Biotechnology Information (NCBI). X e B
significam ambigiiidades de massas (entre residuos de L ou I e entre residuos de K ou Q,
respectivamente). Peptideos C-terminais estdo apresentados em italico.



Tabela A5: Peptideos e proteinas identificadas no experimento de protedmica quantitativa (iTRAQ™).

Proteinas identificadas

gi number*

Peptideos identificados

Metaloproteinases

Zinc metalloproteinase-disintegrin ACLD
Metalloproteinase atrolysin-E

Zinc metalloproteinase/disintegrin

Zinc metalloproteinase/disintegrin

Zinc metalloproteinase/disintegrin

Metalloproteinase jararafibrase-2

Metalloproteinase insularinase-A

Zinc metalloproteinase-disintegrin bothropasin

Serino proteinases
Venom serine proteinase 3

Venom serine proteinase H5114

Platelet-aggregating proteinase PA-BJ

Venom serine protease BthaTL

Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase 2

gi | 82189787 |
gi 462320 |
gi | 82088458 |
gi|31077169 |
gi | 50400454 |
gi 82219563 |

gi | 82197476 |

gi|82190823 |

gi| 13959638 |
gi 82233395 |

gi 6093643 |

gi|82173559 |
gi| 13959622 |

ATDLLK

ETDLLK

ILNEPLR

ETVLLK

ETVLLNR
DMINVQPAAPQTLDSFGEWR
TDLLNR

GDNPDDR

TLTSFGEWR
YIELAVVADHGMFTK
YNSNLNTIR

GMVLPGTK
ITVKPDVDYTLNSFAEWR
KTDLLTR

MFYSNDDEHK

VLNEDEQTR
AAYPELPAEYR
IMGWGSITPIQK
NDDALDKDLMLVR
TLNQDEQTR
DDVLDKDIMLIR
KPALYTK
LGVHSIK
FLAFLYPGR
AAYPELPATSR
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Venom serine protease homolog
Serine proteinase BITS01A

Lectinas tipo C
Bothroinsularin subunit beta
Bothroinsularin subunit alpha

Glycoprotein IB-binding protein subunit alpha
C-type lectin clone 2100755

Fosfolipases A2

Phospholipase A2, acidic

Phospholipase A2 2

Phospholipase A2 homolog 1
Phospholipase A2 homolog 2

L-aminodcido oxidases

L-amino acid oxidase precursor

gi| 82240434 |
gi| 82244284 |
gi| 229621685 |
oi] 229621684 |
gi| 82116886 |
gi | 82134956 |
gi[129420 |
gi| 158518414 |

gi| 17368325 |
oi| 17865560 |

gi| 195927838 |

DIMLIR
LDSPVK
SLALVK
LKPGVYTK
VSDYTEWIR
SVANDDEVIR

DSFVWTGLSDVWK
IQSSDLYAWIGLR
ESWDDRSEYDAER
WSDYSSVSYENLVR
IFWENR

YWFFPAK
LDLYTYSK
NLWQFGR
SLVELGK
ENLDTYNK
MILQETGK
SLFELGK

ETDYEEFLEIAK

EYLLK

FEPPLPPK
FGLQLNEFSQENENAWYFIK
HDDIFAYEK

IQQDVK

LPTSMYQAIQEK
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SAGQLYEESLQK
STTDLPSR
YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPVDR
YDTYSTK

L-amino-acid oxidase 81123903691 | AVEELK

L-amino-acid oxidase gi|124106294 | YILDK

Proteinas secretadas ricas em cisteinas

Catrin-1/2 8148428839 | SVNPTASNMLK
TATPYK
VLGGIK

Ablomin 2148428846 | KPEIQNEIVDLHNSLR

Fator de cerescimento do endotélio vascular
Vascular endothelial growth factor toxin gi| 48428663 | NPEEGEPR

*oi number da proteina conforme o National Center for Biotechnology Information (NCBI); Para detalhes sobre as identificagdes de
peptideos por LC-MS/MS verificar o item 3.5 (secao de Material e Métodos).
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Tabela A6: Identificacdes realizadas no experimento de LC-MS/MS dos peptideos tripsinicos oriundos das proteinas adsorvidas a coluna de
Concanavalina A sepharose (indicados na Tabela 13). X= Ile ou Leu. B= Lys ou Gln; peptideos da C-terminais estdo mostrados em italico.

Amostra analisada

Nome da proteina
gi number*

Peptideos identificados **

Veneno de filhotes

Venom serine proteinase-like gi| 123883733 |

AAYPWBPVSSTTXCAGXXBGGB
XMGWGTXSPTB
XDSRVSNSEHXAPXSXPSSPPSVGSVCR
NFBMBXGVHSB

SXXAGNTAAACPP

VSDYTEWXB
VSNSEHXAPXSXPSSPPSVGSVCR

Putative serine protease 81126035656 |

GDSGGPXXCDGBXBGXVSWGR
VXASXXXXBXSYSB

Batroxstatin-3 gi| 205278807 |

YXBXVXVADNVMVR
YXXSHTPBCXXNEPXR

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi| 82219706 |

TDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPR
YINYYKPQCILNEPLR

Zinc metalloproteinase/disintegrin gi| 52000724 |

ENCTCHANSCXMSAVXSDBPSB
XHSWVECESGECCEBCR
XBGEMYXXEPXR
SECDXAESCTGHSADCPTDRFHR

Venom serine proteinase HS114 gi 82233395 |

AAYPELPAEYR
DLMLVR

IMGWGSITPIQK
LDSPVSDSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
NDDALDKDLMLVR
TNPDVPHCANINLLDDAVCR
VIDYNTWIESVIAGNTAATCPP

Venom serine protease homolog gi| 82240434 |

DXMXXR
DSCBGDSGGPXXCNGBFBGXXSWGVHPCGBR
FXVAXYTSR

SXXAGNTDVTCPP

TXCAGXXEGGB

VSDYTEWXR
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VSYPDVPHCANXNXXDYEVCR

Batroxstatin-1 gi| 205278803 | BYXEXVXVADNVMVB
XFCVBGPXGNTXSCBSTSSBDDPDXGMVDXGTB
SECDXAESCTGBSPECPTDDFBR
YXXDNRPPCXXNXPXR

Zinc metalloproteinase-disintegrin atrolysin-A gi| 75570463 | ENGVNXPCABEDVB
SECDXAESCTGBSADCPTDDFHR

Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-3 81123905786 | IFPCAKEDVK
SECDIAESCTGQSADCPTDDIQR

L-amino acid oxidase precursor 21195927838 | DPGVXEYPVBPSEVGB
EGWYANXGPMR
ETDYEEFXEXAB
FDEXVGGMDBXPTSMYBAXBEB
FGXBXNEFSBENENAWYEXB
FWEDDGXHGGB
HDDXFAYEB
XBFEPPXPPB
XYFAGEYTABAHGWXDSTXB
XPTSMYBAXBEB
NDBEGWYANXGPMR
RFDEXVGGMDB
SAGBXYEESXBB
VGEVNBDPGVXEYPVBPSEVGB
YAMGGXTTFTPYBFBHFSEAXTAPVDR

Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-2 81123905787 | ENVIITPCAQEDVK
KSECDFDYSEDPDYGMVDHGTK
LHSWVECESGECCDQCR
QCVDVTTAY
SECDFDYSEDPDYGMVDHGTK
SECDIAESCTGQSAQCPTDDFHK

Thrombin-like enzyme batroxobin gi| 114837 | NSEHXAPXSXPSNPPSVGSVCR
NVXTDBDXMXXR

Glycoprotein IB-binding protein subunit beta
gi|82116883 | MNWADAENLCAQQR
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VNYNAWASESECVASK

Coagulation factor IX/factor X-binding protein subunit
B
gi|82116580 |

DCPSDWSPYEGHCYR
VEFTEPONXADAEK

Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase gi| 82216043 |

CPTMENBCXDXVGPBATVAEDSCFB
HDCDXPESCTGBSADCPMDDFBR
XYCNDNSPGBNNPCB

Platelet-aggregating proteinase PA-BJ gi| 6093643 |

DDVLDKDIMLIR
DTCEGDSGGPLICNGLQGIVSGGGNPCGQPR
INILDHAVCR
LNRPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCYVMGWGK

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITM06A gi| 82214993 |

ASMSECDPAEHCTGBSSECPADVFHB
HDNABXXTAXDENGPTXGYAYXGSMCHPB
XTVBPDVDYTXNSFAEWR
VCSNGHCVDVATAY

Veneno de adultos

Venom serine proteinase-like gi|123883733 |

AAYPWBPVSSTTXCAGXXBGGB
ETYPDVPHCANXNXXDHAVCR
XMGWGTXSPTB
XDSRVSNSEHXAPXSXPSSPPSVGSVCR
NFBMBXGVHSB

VSDYTEWXB
VSNSEHXAPXSXPSSPPSVGSVCR

Putative serine protease 81126035656 |

FPCABXXEPGVYTB
GDSGGPXXCDGBXBGXVSWGR

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi|82219706 |

TDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPR
YINYYKPQCILNEPLR

Venom serine proteinase HS5114
gi| 82233395 |

IMGWGSITPIQK
LDSPVSDSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
NDDALDKDLMLVR
TNPDVPHCANINLLDDAVCR
VIDYNTWIESVIAGNTAATCPP
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Venom serine protease homolog

gi | 82240434 |

AAHGGXPATSRTXCAGXXEGGB
VSDYTEWXR
VSYPDVPHCANXNXXDYEVCR

Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine
proteinase 2

gi| 13959622 |

IMGWGTISTSK
NSAHIAPISLPSSPPIVGSVCR

L-amino acid oxidase precursor

81195927838 |

EGNXSPGAVDMXGDXXNEDSGYY VSEXESXB
EGWYANXGPMR

ETDYEEFXEXAB
FGXBXNEFSBENENAWYFXB
XYFAGEYTABAHGWXDSTXB
YAMGGXTTFTPYBFBHFSEAXTAPVDR

Platelet-aggregating proteinase PA-B]

gi| 6093643 |

DDVLDKDIMLIR
LNRPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCYVMGWGK

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITM06A

gi 82214993 |

HDNAQXXTAXDENGPTXGYAYXGSMCHPB
XTVBPDVDYTXNSFAEWR
BHDNABXXTAXDFNGPTXGYAYXGSMCHPB
BVTAXPBGAVBPBYEDAMQYEFB
YXYMHAAXVGXEXWSNGDB
YVEXFXVVDBEMVTB

*¢i numbers conforme o National Center for Biotechnology Information (NCBI); **Para detalhes acerca das identificacdes consultar o item 3.5 (Material e métodos).



Tabela A7: Identificagdo dos clusters correspondentes a toxinas das bibliotecas de cDNA de B. jararaca.
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Cluster N° de clones? TOTAL Produto putativo gi number? e-value %% BLAST>
AF AM AT F
Classe de
toxina'
MP
BJOTD0001C 7 0 7 2 9 Zinc metalloproteinase/ disintegrin,jararafibrase-2 gi | 82219563 | 0 97 X
BJOTD0003C 2 0 2 0 2 Zinc metalloproteinase-disintegrin BITMO6A gi| 82214993 | 9,0E-95 100 X
BJOTD0004C 4 0 4 0 4 Zinc metalloproteinase/ disintegrin gi| 123883732 | 3,0E-154 92 X
BJOTD0005C 1 0 1 9 10 Zinc metalloproteinase-disintegrin jerdonitin gi| 48427991 | 0 88 X
BJOTD0007C 2 0 2 0 2 Metalloproteinase insularinase-A gi | 82197476 | 556E-79 100 X
BJOTD0008C 1 0 1 2 3 Batroxstatin-3 gi | 205278807 | 7,9E-148 93 X
BJOTD0010C 4 0 4 1 5 Zinc metalloproteinase/ disintegrin; jararafibrase-2 gi | 82219563 | 1,85E-92 98 X
BJOTD0015C 1 1 2 1 3 Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi | 82219706 | 1,01E-88 95 X
BJOTD0020C 2 0 2 0 2 Zinc metalloproteinase-disintegrin jararhagin gi|231997 | 7,5E-132 100 X
BJOTD0021C 2 0 2 0 2 Zinc metalloproteinase-disintegrin jararhagin gi|231997 | 4,45E-90 98 X
BJOTD0030C 1 0 1 1 2 Zinc metalloprotease-disintegrin halysase gi| 82211845 | 1,26E-75 90 X
BJOTD0034C 1 0 1 2 3 Metalloproteinase isoform 7 gi 109254972 | 1,35E-93 92 X
BJOTD0045C 1 0 1 2 3 Batroxstatin-1 gi|205278803 | 3,8E-145 88 X
BJOTD0046C 2 0 2 0 2 Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase gi | 82216043 | 1,78E-69 83 X
BJOTD0061C 4 1 5 2 7 Zinc metalloprotease-disintegrin halysase gi| 82211845 | 1,50E-27 85 X
BJOTD0077C 2 0 2 0 2 Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi | 82219706 | 3,03E-33 94 X
BJOTDO0087C 28 4 32 0 32 Zinc metalloproteinase/ disintegrin gi | 82219563 | 7,5E-131 95 X
BJOTD0090C 3 0 3 2 5 Zinc metalloproteinase BITM02A gi|82214994 | 4,5E-122 99 X
BJOTD0097C 0 13 13 0 13 Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi | 82219706 | 0 88 X
BJOTD0103C 0 5 0 5 Batroxstatin-1 gi]205278803 | 44E-130 89 X
BJOTD0104C 0 4 0 4 Zinc metalloproteinase Bapl gi| 187608847 | 8,67E-97 96 X
BJOTD0114C 0 11 11 1 12 Batroxstatin-1 gi]205278803 | 4,24E-55 89 X
BJOTD0125C 0 4 4 13 17 Zinc metalloproteinase/ disintegrin Insularinase-A gi| 82197476 | 0 90 X
BJOTD0127C 2 9 11 0 11 Batroxstatin-1 gi]205278803 | 6,0E-179 88 X
BJOTD0179C 0 0 0 4 4 Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3 gi|82219706 | 8,87E-88 89 X
BJOTDO0180C 0 0 0 4 4 Metalloproteinase jararafibrase-2 gi| 82219563 | 9,47E-92 98 X
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Zinc metalloproteinase-disintegrin atrolysin-A
Zinc metalloproteinase-disintegrin atrolysin-A
Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3

Zinc metalloproteinase-disintegrin jararhagin
Vascular apoptosis-inducing protein 2A

Zinc metalloproteinase BITM02A

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITMO6A
Metalloproteinase VMP-II precursor

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITMO6A
Metalloproteinase VMP-III precursor

Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-2
Metalloproteinase VMP-III precursor

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3
Metalloproteinase VMP-III precursor
Metalloproteinase jararafibrase-2
Metalloproteinase isoform 3

Metalloproteinase VMP-III precursor

Zinc metalloproteinase-disintegrin agkistin
Metalloproteinase VMP-III precursor

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3

Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase
Metalloproteinase isoform 3

Zinc metalloproteinase-disintegrin BjussuMP-1
Zinc metalloproteinase leucurolysin-B

Zinc metalloproteinase-disintegrin VAP1

Zinc metalloproteinase BITM02A

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3
Metalloproteinase insularinase-A

Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-1
Metalloproteinase isoform 7

Gloydius halys gene for prepro-halystatin 2 and 3
Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3

Metalloproteinase-disintegrin-like protein

gi | 75570463 |
gi | 75570463 |
gi 82219706 |
gi|231997|

gi | 144905068 |
gi | 82214994 |
gi|82214993 |
gi| 258618062 |
gi|82214993 |
gi | 258618056 |
gi| 123905787 |
gi | 258618068 |
gi | 82219706 |
gi | 258618068 |
gi | 82219563 |
gi 109254964 |
gi | 258618056 |
gi| 82211851 |
oi | 258618056 |
gi 82219706 |
gi | 82216043 |
gi 109254964 |
gi| 123889624 |
oi | 223635807 |
gi 82220669 |
gi| 82214994 |
gi 82219706 |
gi | 82197476 |
gi 123908731 |
gi 109254972 |
gi|469191 |

gi 82219706 |
gi|2231612|

5,7E-127
7,0E-120
1,24E-93
2,31E-92
1,57E-91
1,34E-86
5,52E-85
4,1E-179
0
0
6,28E-29
0
1,2E-100
1,2E-101
4,06E-92
2,1E-112
2,0E-139
3,6E-146
0
6,42E-62
2,9E-106
6,2E-133
2,80E-33
4,75E-53
1,45E-86
5,64E-80
2,49E-63
6,24E-24
6,07E-97
1,73E-56
0
9,38E-31
1,8E-145

85
88
91
83
98
98
96
91
100
93
96
90
95
94
99
84
83
88
84
88
81
85
88
91
95
99
87
96
100
92
91
81
89
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BJOTD03765S
BJOTD0386S
BJOTD0410S
BJOTD0460S
BJOTD0486S
BJOTDO0518S
BJOTD0606S
BJOTD0641S
BJOTD0648S
BJOTD0664S
BJOTD0687S
BJOTD0693S
BJOTD0698S
BJOTDO0715S
BJOTDO07165S
BJOTDO0744S
BJOTDO07585
BJOTDO0761S
BJOTDO0763S
BJOTDO0787S
BJOTDO0788S
BJOTD0789S
BJOTD0797S
BJOTD0798S
BJOTD0826S
BJOTD0859S
BJOTD0899S
BJOTD0908S
BJOTD0954S
BJOTD0958S
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BChain B, The Three-Dimensional Structure Of Bothropasin
Trimeresurus elegans mRNA for elegantin-2a precursor
Batroxstatin-1

Metalloproteinase jararafibrase-2

Batroxstatin-1

Bothrops jararacussu metalloprotease BOJUMET III mRNA
Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3

Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3
Metalloproteinase VMP-II precursor

Zinc metalloproteinase-disintegrin atrolysin-A
Metalloproteinase VMP-III precursor

ml-G2 gene for MLD-containing dimeric disintegrin
Gloydius halys gene for prepro-halystatin 2 and 3

Zinc metalloproteinase Bapl

Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITMO6A

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITMO6A

Zinc metalloproteinase-disintegrin berythractivase
Bothrops jararaca bothropasin precursor

Bothrops jararacussu metalloprotease BOJUMET II
Disintegrin jarastatin

Zinc metalloproteinase-disintegrin BITMO6A

Atrolysin e

Zinc metalloproteinase leucurolysin-B

Zinc metalloproteinase-disintegrin bothrojarin-3
Trimeresurus flavoviridis mRNA for flavoridin precursor
Atrolysin e

Batroxstatin-1

Zinc metalloproteinase-disintegrin HF3

gi | 209870468 |
gi| 15991221 |
gi | 205278803 |
gi | 82219563 |
gi | 205278803 |
gi | 32306930 |
gi | 82219706 |
gi| 82216043 |
gi | 82219706 |
gi | 258618066 |
gi | 75570463 |
gi | 258618068 |
gi | 95007582 |
gi|469191 |

oi | 187608847 |
gi | 82216043 |
gi | 82214993 |
gi| 82214993 |
oi | 82216043 |
gi|4895109|

gi 32306926 |
gi 123905785 |
gi | 82214993 |
oi| 995748 |

gi | 223635807 |
gi | 123905786 |
gi | 21326757 |
gi| 995748 |

gi 205278803 |
gi 82219706 |

8,78E-29
1,1E-147
1,75E-16
2,13E-76
1,01E-64
2,6E-135
7,34E-51
1,29E-86
4,56E-91
3,51E-49
5,83E-49
1,37E-37
2,9E-169
2,2E-114
1,81E-86
2,53E-82
3,70E-92
2,17E-84
1,49E-94
1,74E-65
1,59E-73
5,05E-21
4,08E-81
1,14E-31
2,79E-59
4,26E-71
1,19E-66
5,15E-51
5,36E-47
1,58E-89
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94
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83
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93
95
98
89
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BJOTD0014C
BJOTD0016C
BJOTD0025C
BJOTD0028C
BJOTD0075C
BJOTD0082C
BJOTD0100C
BJOTD0130C
BJOTD0132C
BJOTD0190C
BJOTD0191C
BJOTD0222C
BJOTD0252C
BJOTD0267S
BJOTD0273S
BJOTD0274S
BJOTD0288S
BJOTD0434S
BJOTD0469S
BJOTD0500S
BJOTD0508S
BJOTD0563S
BJOTD0591S
BJOTD0604S
BJOTD06325
BJOTD0706S
BJOTDO0888S

LTC
BJOTD0011C
BJOTD0018C
BJOTD0019C
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Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Serine proteinase BITSO1A

Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Venom serine protease homolog

Venom serine protease homolog

Venom serine proteinase HS114

Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein

Trimeresurus mucrosquamatus preprotrimubin mRNA

serine proteinase isoform 8
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein

Venom thrombin-like enzyme

Bothrops insularis cluster BITSO1A serine proteinase precursor

Venom serine proteinase-like

Venom serine proteinase HS114

Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein
Bothrops jararacussu serine protease mRNA

Trimeresurus mucrosquamatus preprotrimubin mRNA

Bothrops jararaca mRNA for KN-BJ2
Bothrops jararaca mRNA for hypothetical protein

Serine proteinase isoform 8

Stejaggregin-A subunit alpha
Glycoprotein IB-binding protein subunit alpha
Coagulation factor IX-binding protein subunit A

gi | 54650275 |
gi | 54650275 |
gi | 54650275 |
gi| 82244284 |
gi | 54650273 |
gi | 54650275 |
gi | 82240434 |
gi|82240434 |
gi | 82233395 |
gi | 54650275 |
gi | 54650275 |
gi | 54650275 |
gi|951151 |

gi 109254952 |
gi | 54650275 |
gi| 118500913 |
gi | 20069138 |
oi| 123883733 |
gi | 82233395 |
gi | 54650273 |
gi | 54650275 |
gi | 54650275 |
gi | 32396013 |
gi| 951151 |

gi| 2130945 |
gi | 54650275 |
gi 109254952 |

gi| 82129984 |
gi|82116886 |
gi 82130933 |

0

0

0
7,4E-152

0
7,2E-171
1,95E-14
1,2E-101
4,30E-70

0

0
1,14E-87

0
1,26E-67
2,95E-44
6,50E-32
4,88E-65
6,50E-72
3,70E-19

0
1,3E-142
2,6E-106

0

0
8,98E-35

0
7,29E-53

1,64E-62
1,66E-61
8,48E-53

91
98
92
100
98
87
100
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92
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91
95
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98
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96
73
98
95

90
97
83

204

X ZZZZZZZRXRXZXZRXZZZZXXXZZXZZ?Z

>



BJOTD0022C
BJOTD0023C
BJOTD0033C
BJOTD0036C
BJOTD0042C
BJOTD0049C
BJOTD0052C
BJOTD0054C
BJOTD0059C
BJOTD0064C
BJOTD0067C
BJOTD0078C
BJOTD0079C
BJOTD0081C
BJOTD0089C
BJOTD0091C
BJOTD0099C
BJOTD0128C
BJOTD0135C
BJOTD0136C
BJOTD0150C
BJOTD0159C
BJOTD0160C
BJOTDO174C
BJOTD0233C
BJOTD0242C
BJOTD0246C
BJOTD0247C
BJOTD0256C
BJOTD0257C
BJOTD0286S
BJOTD0313S
BJOTD0317S
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C-type lectin BiL

Stejaggregin-A subunit alpha

C-type lectin BilL

Botrocetin subunit alpha

Glycoprotein IB-binding protein subunit beta
Bothrojaracin subunit beta

Mamushigin subunit beta

Glycoprotein IB-binding protein subunit beta
C-type lectin BilL

Bothroinsularin subunit alpha

Botrocetin subunit beta

Bothrojaracin subunit alpha

Botrocetin subunit alpha

Bothrojaracin subunit beta

Coagulation factor IX-binding protein subunit A
C-type lectin clone 2100755

Glycoprotein IB-binding protein subunit alpha
Coagulation factor IX-binding protein subunit A
Coagulation factor IX-binding protein subunit A
Coagulation factor IX-binding protein subunit A
C-type lectin clone 2100755

C-type lectin clone 2100755

ACF 1/2 B-chain

Bothrojaracin subunit beta

ACF 1/2 B-chain

Trimecetin subunit beta

Coagulation factor IX-binding protein subunit A
ACF 1/2 A-chain

ACF 1/2 B-chain

Bothrojaracin subunit alpha

Botrocetin subunit alpha

Bothrojaracin subunit beta

C-type lectin BiL

gi| 82126834 |
gi 82129984 |
gi| 82126834 |
gi|399125|

gi| 82116883 |
gi | 82124360 |
gi | 34098771 |
gi| 82116883 |
gi| 82126834 |
gi| 229621684 |
gi|399126 |

gi| 82124362 |
gi|399125 |

gi 82124360 |
gi | 82130933 |
gi | 82134956 |
oi | 82116886 |
gi | 82130933 |
oi 82130933 |
gi | 82130933 |
gi | 82134956 |
gi | 82134956 |
gi | 20562943 |
oi | 82124360 |
gi | 20562943 |
gi | 82125513 |
gi 82130933 |
gi | 20562937 |
gi| 20562943 |
gi | 82124362 |
gi|399125 |

gi 82124360 |
gi 82126834 |

4,06E-50
1,24E-69
6,58E-86
5,11E-68
9,75E-71
1,02E-74
5,74E-52
6,76E-72
1,00E-86
3,15E-74
3,93E-65
5,18E-75
3,57E-69
3,78E-73
1,42E-52
5,97E-58
1,80E-71
1,57E-41
1,49E-44
8,19E-50
2,57E-26
6,07E-61
6,67E-62
1,95E-64
1,13E-62
2,23E-48
1,74E-49
1,73E-48
4,96E-62
2,58E-73
6,01E-49
8,03E-54
2,09E-46

100
93
100
96
98
98
87
99
100
99
92
97
98
96
83
85
97
82
83
82
89
89
89
93
89
83
80
80
90
96
97
98
98
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BJOTD0342S
BJOTD03455
BJOTD0363S
BJOTD0364S
BJOTD0370S
BJOTD0398S
BJOTD0416S
BJOTD0423S
BJOTD0470S
BJOTD0503S
BJOTD0521S
BJOTD06475
BJOTD07575
BJOTD07685
BJOTD0799S
BJOTD0834S
BJOTD0838S
BJOTD08775
BJOTD0911S
BJOTD0921S
BJOTD0922S
BJOTD0950S

BPP
BJOTD0013C
BJOTD0026C
BJOTD0041C
BJOTD0050C
BJOTD0053C
BJOTD0057C
BJOTD0062C
BJOTDO0068C
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Bothrojaracin subunit alpha

Stejaggregin-A subunit alpha

Glycoprotein IB-binding protein subunit alpha
Botrocetin subunit beta

Bothroinsularin subunit alpha

ACF 1/2 B-chain

Glycoprotein IB-binding protein subunit beta
Bothrojaracin subunit beta

ACF 1/2 B-chain

C-type lectin isoform 1

ACF 1/2 B-chain

Bothroinsularin subunit alpha
Deinagkistrodon acutus agglucetin-alpha 2 subunit precursor
Glycoprotein IB-binding protein subunit alpha
Bothroinsularin subunit alpha

Factor IX/X binding protein beta chain-3
C-type lectin

ACF 1/2 A-chain

Trimecetin subunit beta

C-type lectin isoform 1

Bothrojaracin subunit beta

C-type lectin BilL

Bothrops insularis cluster BITBO8

Bradykinin-potentiating and CNP precursors
Bradykinin-potentiating and CNP precursors

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bothrops insularis cluster BITB0O8

Bradykinin-potentiating and CNP precursors

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bradykinin-potentiating and CNP precursors

gi| 82124362 |
gi 82129984 |
gi | 82116886 |
gi|399126 |

gi| 229621684 |
gi | 20562943 |
gi| 82116883 |
gi 82124360 |
gi| 20562943 |
gi| 215275173 |
gi | 20562943 |
gi| 229621684 |
gi 23321260 |
gi | 82116886 |
gi | 229621684 |
gi| 33341191 |
gi | 294961102 |
gi | 20562937 |
oi | 82125513 |
gi| 215275173 |
gi 82124360 |
gi | 82126834 |

gi 20069130 |
gi 82202072
gi 82202072
gi| 32478122 |
gi 20069130 |
gi 82223405 |
gi|16124242 |
gi 189047126 |

1,50E-36
1,21E-62
3,66E-71
1,64E-71
3,72E-51
4,30E-60
4,93E-58
5,25E-63
3,11E-66
3,03E-49
2,98E-58
1,05E-45
3,73E-48
2,26E-48
1,07E-34
7,64E-37
2,19E-35
2,69E-17
1,35E-30
3,10E-42
1,46E-66
2,89E-84

0
3,25E-23
7,68E-42

0

0
1,79E-37
5,4E-178
1,01E-46

80
86
97
96
100
87
87
91
91
81
86
77
92
97
82
95
66
84
70
76
93
98

99
93
81
99
99
100
98
95
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BJOTD0072C
BJOTD0083C
BJOTD0088C
BJOTD0093C
BJOTD0110C
BJOTDO118C
BJOTD0139C
BJOTD0140C
BJOTD0144C
BJOTD0178C
BJOTD0334S
BJOTD0379S
BJOTD0418S
BJOTD0419S
BJOTD0461S
BJOTD06465
BJOTD06765

PLA2

BJOTD0047C
BJOTD0071C
BJOTD0080OC
BJOTD0098C
BJOTD0106C
BJOTDO111C
BJOTD0112C
BJOTD0300S
BJOTD0466S
BJOTD0468S
BJOTD0829S
BJOTD0844S
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Bradykinin-potentiating protein precursor

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bradykinin-potentiating and CNP precursors

Bothrops insularis cluster BITBO8

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor

Bothrops jararaca mRNA for bradykinin-potentiating peptide

Bothrops insularis cluster BITB0O8

Bradykinin-potentiating and CNP precursors

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bothrops insularis cluster BITBO1A

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bothrops insularis cluster BITBO1A

Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/ CNP precursor
Bradykinin-potentiating and CNP precursors
Bradykinin-potentiating and CNP precursors

Phospholipase A2 2

Phospholipase A2 homolog bothropstoxin-1
Phospholipase A2 homolog M1-3-3
Phospholipase A2 precursor

Phospholipase A2 homolog 2

Hypotensive phospholipase A2
Hypotensive phospholipase A2

Sistrurus catenatus catenatus isolate cat3 phospholipase A2
Phospholipase A2 precursor

Phospholipase A2 gene cluster
Phospholipase A2 gene cluster

pgPLA2a gene for phospholipase A2

gi| 20069131 |
gi| 32478122 |
gi| 32478122 |
gi| 32478122 |
gi| 189047126 |
gi | 20069130 |
gi|32478122 |
gi|1881400|
gi 20069130 |
gi| 189047126 |
gi| 32478122 |
gi| 20069128 |
gi| 32478122 |
gi| 20069128 |
gi | 32478122 |
gi| 189047126 |
gi | 82223405 |

gi| 292630844 |
oi | 209572966 |
gi| 17433168 |
oi | 86450426 |
gi | 166215047 |
gi | 25140377 |
gi | 25140377 |
gi | 166012646 |
gi | 86450426 |
gi 211926918 |
gi| 211926918 |
gi|436250 |

1,30E-41 100
0 98
84E-143 98
0 98
7,85E-85 9
0 99
9,8E-130 99
0 99

0 98
22E-101 99
2,31E-69 97
1,15E-47 97
0 97
14E-113 97
1,2E-128 98
9,14E-72 97
7,98E-22 100
3,08E-49 86
3,00E-81 100
6,15E-69 99
6,42E-55 88
9,02E-60 97
3,75E-57 85
2,64E-55 84
23E156 92
879E-51 9
1,81E29 81
2,34E-12 87

0 93
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LAAO
BJOTD0009C
BJOTD0043C
BJOTD0129C
BJOTD0283S

CRISP
BJOTD0199C

svVEGF

BJOTD0029C
BJOTD0051C
BJOTD0076C
BJOTD0181C
BJOTD0200C
BJOTD0436S

ssvNGF
BJOTDO0117C

Outras

BJOTDO0162C
BJOTD0249C
BJOTD0269S
BJOTD0297S
BJOTDO0331S
BJOTD0439S
BJOTDO0513S
BJOTD0659S
BJOTD0759S
BJOTD0762S
BJOTDO0823S
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Crotalus atrox FAD-containing L-amino acid oxidase Apoxin 1

Crotalus adamanteus L-amino acid oxidase mRNA
L-amino-acid oxidase

Crotalus atrox FAD-containing L-amino acid oxidase Apoxin 1

Piscivorin

Vascular endothelial growth factor toxin

Bothrops insularis vascular endothelial growth factor
Bothrops insularis vascular endothelial growth factor

Bothrops jararaca vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor toxin

Vascular endothelial growth factor 166 isoform

Venom nerve growth factor

mRNA for ecto-5'-nucleotidase
Ophiophagus hannah Ohanin precursor
Ophiophagus hannah Ohanin precursor
Ecto-5'-nucleotidase

Hyaluronidase

Phosphodiesterase

Ophiophagus hannah Ohanin precursor
Crotalus durissus terrificus crotasin (Cts-p2) gene
Dipeptidylpeptidase 4a

Truncated hyaluronidase

Truncated hyaluronidase

gi|5565691 |
gi|3426323|
gi| 6093636
gi|5565691 |

gi | 48428840 |

gi | 48428663 |
gi | 15072459 |
gi| 15072459 |
gi | 15072461 |
gi | 48428663 |
gi | 51555820 |

gi| 82217029 |

gi| 211926755 |
gi | 70927664 |
gi | 70927664 |
gi 211926756 |
gi | 113203667 |
gi 109254994 |
gi | 70927664 |
gi | 14915765 |
gi 40363634 |
gi 113203693 |
gi 224579039 |

0

0
2,1E-121

0

3,2E-119

2,85E-76

0

0

0
2,23E-50
3,76E-89

1,6E-100

4,34E-88
3,05E-63
4,29E-33
6,09E-78
3,91E-70
1,22E-74
2,01E-63
2,54E-22
1,1E-107
3,11E-52
3,33E-66

95
94
95
93

92

100
99
99
99

100
97

100

97
74
74
97
97
91
75
80
98
95
99
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BJOTD0850S 0 0 0 1 1

Ophiophagus hannah Ohanin precursor

gi | 70927664 |

1,28E-40 80

209

N

Tabela AS8: Identificagao dos clusters correspondentes a transcritos celulares das bibliotecas de cDNA de B. jararaca.

10s clusters foram categorizados nas diferentes familias de toxinas. MP: metaloproteinase; SP: serino proteinase; LTC: lectina tipo-C; BPP: peptideos
potenciadores de bradicinina; PLA2: fosfolipase A;; LAAO: L-aminoécido oxidase; CRISP: proteinas secretadas ricas em cisteinas; svVEGEF: fator de
crescimento do endotélio vascular; svNGF: fator de crescimento de nervo.
2Numero de clones que comp&em o cluster. AF: biblioteca de fémeas adultas; AM: biblioteca de machos adultos; AT: biblioteca de adultos (machos e
fémeas); F: biblioteca de filhotes.
3 gi number conforme o banco ndo redundante do NCBI (ntNCBI - National Center for Biotechnology Information).
4Porcentagem de similaridade de seqtiéncia.

5A identificacdo dos clusters foi feita utilizando-se o algoritmo BLAST (Altschul ef al. 1997). X representa similaridade verificada por BlastX; N
representa similaridade verificada por BlastN.

Cluster N° de clonest = TOTAL Produto putativo gi number? e-value %3 BLAST*
AF AM AT F
Processo celular
Transcri¢ao/tradugao
BJOTD0037C 1 0 1 3 4 EF1la-like protein-like 21297489377  4,28E-90 100 X
BJOTD0058C 1 1 2 0 2 Ribosomal protein S13 81]61369380 | 4,38E-80 100 X
BJOTD0060C 2 0 2 0 2 Sus scrofa mRNA, clone:OVRM10069A02 gi]|115548922|  1,44E-17 86 N
BJOTD0066C 2 3 5 1 6 Ribosomal protein L23a-like 811297469023 |  2,74E-64 100 X
BJOTD0070C 1 1 2 1 3 Hypothetical protein PANDA_004510 g1]281346038|  1,1E-139 96 X
BJOTD0074C 1 1 2 0 2 Ribosomal protein L4 g1]224062820|  7,99E-61 92 X
BJOTD0084C 1 0 1 1 2 Hypothetical protein PANDA_001098 21281351554  3,49E-97 99 X
BJOTDO0086C 1 2 3 1 4 40S ribosomal protein S20-like isoform 2 gi1|297292885|  6,29E-63 93 X
BJOTD0094C 1 3 4 2 6 Putative ribosomal protein L31 gi| 224042954 | 1,70E-56 99 X
BJOTD0096C 0 1 1 1 2 Ribosomal protein L4 gi| 67043811 | 6,14E-80 99 X
BJOTD0102C 0 1 1 2 3 40S ribosomal protein S11 isoform 1 81297277627 | 4,49E-81 97 X
BJOTD0107C 0 1 1 2 3 Unnamed protein product gi| 26389925 | 1,5E-110 98 X
BJOTD0108C 0 1 1 1 2 Similar to Ribosomal protein L8 isoform 2 gi| 114622255 | 7,57E-96 100 X
BJOTD0113C 0o 2 2 0 2 60S ribosomal protein L28 gi1|259155421|  1,56E-49 98 X
BJOTD0120C 1 2 3 1 4 Putative 40S ribosomal protein S8 gi| 197127885 | 4,7E-106 98 X
BJOTD0121C 0o 2 2 2 4 Putative 40S ribosomal protein S9 gi| 197127111 | 4,45E-95 99 X
BJOTD0122C o 2 2 2 4 40S ribosomal protein S3a gi| 82219689 | 55E-142 99 X
BJOTD0123C 0 1 1 2 3 Hypothetical protein PANDA_001098 gi| 281351554 | 426E-97 99 X



BJOTDO0126C
BJOTDO0133C
BJOTDO0134C
BJOTD0142C
BJOTDO0143C
BJOTD0147C
BJOTDO0148C
BJOTDO0151C
BJOTD0152C
BJOTDO0154C
BJOTDO0156C
BJOTD0157C
BJOTD0158C
BJOTD0161C
BJOTD0163C
BJOTD0164C
BJOTD0167C
BJOTD0169C
BJOTD0170C
BJOTD0171C
BJOTD0172C
BJOTD0176C
BJOTD0195C
BJOTD0204C
BJOTD0205C
BJOTD0218C
BJOTD0220C
BJOTD0227C
BJOTD0232C
BJOTD0235C
BJOTD0243C
BJOTD0245C
BJOTD0248C
BJOTD0254C
BJOTD0260C
BJOTD0261C
BJOTD0262C
BJOTD0275S
BJOTD0278S
BJOTD0279S
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QOO OR P RPRPROOODODODODOOROOOR WHRWRRFRPRFEPREPNNNNRRPRPORLRONDNDRER&RW

P PR ORRPRPOROOCOROORORONWEWRRRREBNNRR B RO WNDRN B B

QOO OMNRFP WWWEDNNNNWONNDNNWWLWNWWOWANNWWOORPRPOPRORNRELEDNO
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Hypothetical protein

hCG1782414

putative ribosomal protein 1.24 variant 2
similar to ribosomal protein P2
ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein
similar to insulinoma protein (rig)
unnamed protein product

putative ribosomal protein [.27a variant 2
ribosomal protein L29

Ribosomal protein L29

Putative ribosomal protein L27 variant 1
similar to putative ribosomal protein L32
similar to 40S ribosomal protein S12
similar to ribosomal protein L7

putative 60S acidic ribosomal protein P1
40S ribosomal protein 517

similar to Ribosomal protein S26, like
Hypothetical protein PANDA_004968

60S ribosomal protein L37a

similar to Rps21-prov protein

Elongation factor-1 alpha (EF-lalpha)

60S ribosomal protein L3

PolyA binding protein

60S ribosomal protein L6

DNA-binding protein B-like

putative laminin receptor 1

similar to MSTP030

similar to 60S acidic ribosomal protein PO (L10E)
similar to ribosomal protein S10

Rpl17 protein

similar to Ribosomal protein L34

similar to yeast ribosomal protein S28
similar to ribosomal protein

similar to ribosomal protein S24

60S ribosomal protein L35

60S ribosomal protein L30

hypothetical protein

Unnamed protein product

TATA box binding protein (TBP)-associated factor
similar to Zinc finger protein 294

gi|31873372 |
gi| 119613805 |
gi | 224044411 |
gi | 224050947 |
gi | 224070116 |
gi| 126323641 |
gi | 189053095 |
gi | 224050791 |
gi | 284413807 |
gi | 284413807 |
gi| 197128099 |
gi | 224066697 |
gi | 50742739 |
gi|126321272 |
gi | 224046772 |
gi| 6677801 |

gi | 126343251 |
oi | 281344351 |
gi| 118405214 |
oi| 118100676 |
gi| 56377788 |
gi | 57525400 |
gi | 71725699 |
gi | 45383808 |
oi[ 291416478 |
gi | 224045519 |
gi | 126305867 |
oi | 126324688 |
gi | 126309740 |
oi | 28174920 |
gi | 126330954 |
gi 118104399 |
gi | 149264584 |
gi 149596022 |
gi | 73917399 |
gi | 56118966 |
gi 126341780 |
gi | 189054729 |
gi 224047090 |
gi| 118083825 |

7,65E-68
3,21E-71
1,54E-55
7,81E-25
1,37E-69
1,53E-58
6,52E-72
7,97E-69
9,53E-31
9,53E-31
5,97E-65
4,60E-70
2,72E-70
3,5E-103
3,42E-28
2,75E-70
5,01E-40
2,30E-67
3,56E-47
1,24E-38
6,6E-131
2,3E-152
9,2E-124
8,34E-82
2,18E-22
2,4E-101
7,57E-90
1,38E-91
6,93E-58
6,65E-91
1,28E-59
5,06E-78
4,50E-69
9,29E-56
1,60E-46
6,41E-59
9,86E-66
3,72E-51
9,93E-07
2,53E-70

100
99
95
85
99
99
99
98
98
98

100
99
99
92
98

100

100

100

100
97
99
99
98
92
82
98
97
99
98
99

100
99

100
97
99

100
91
75
76
90
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BJOTD0289S
BJOTD0312S
BJOTD0316S
BJOTD0321S
BJOTD0328S
BJOTD0339S
BJOTD0358S
BJOTD0383S
BJOTD0393S
BJOTD0405S
BJOTD0407S
BJOTD0412S
BJOTD0431S
BJOTD0443S
BJOTD04455S
BJOTD04525
BJOTDO0467S
BJOTD0499S
BJOTD0507S
BJOTDO0511S
BJOTDO0517S
BJOTDO0531S
BJOTD05365
BJOTD0550S
BJOTD0588S
BJOTD0590S
BJOTD0599S
BJOTD0608S
BJOTD0610S
BJOTD0614S
BJOTD0618S
BJOTD0627S
BJOTD0660S
BJOTD0662S
BJOTD0673S
BJOTD0684S
BJOTDO0701S
BJOTD0702S
BJOTD0704S
BJOTD0707S
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40S ribosomal protein S3-like
Eukaryotic translation elongation factor 2
hypothetical protein

similar to U2-associated SR140 protein
ribosomal protein L5
Eukaryotic translation initiation factor 5
AChain A, Human Erfl C-Domain

similar to Probable ATP-dependent RNA helicase

hypothetical protein isoform 2
Taeniopygia guttata ribonuclease H2, subunit B
Pongo abelii zinc finger protein 71

60S ribosomal protein L.38
glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase
Hypothetical protein LOC100158615
Eukaryotic translation initiation factor 3
similar to enhancer of yellow 2 homolog
similar to iroquois homologue-1

putative ribosomal protein S4
Arginine-tRNA-protein transferase
Putative DNA polymerase III alpha subunit
ribosomal protein S14-like

Alligator mississippiensis CIRBP mRNA
similar to ribosomal protein L26 isoform 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
60S ribosomal protein L37

similar to ribosomal protein L23-related
similar to DEAD box polypeptide 21
putative ribosomal protein L14

similar to Ribosomal protein S26, like
TRM112-like protein

40S ribosomal protein S5-like

mCG10725, isoform CRA_b

Trimeresurus gramineus gTgTBP gene
Ribonuclease H2 subunit B

zinc finger protein 639 isoform 2

similar to ribosomal protein L32 isoform 2
zinc finger RNA binding protein
Pantherophis guttatus HOXC13 (HoxC13) gene
basic leucine zipper nuclear factor 1 (JEM-1)
similar to tRNA phosphotransferase 1

gi|296217041 |
gi | 269994436 |
gi| 126307226 |
gi 224060102 |
gi | 291398505 |
gi | 57529903 |
gi | 297787497 |
gi | 149639807 |
gi| 118087998 |
gi | 224043355 |
gi| 297706100 |
gi | 223646550 |
gi | 224071988 |
gi| 189230358 |
gi | 256355187 |
gi| 126322563 |
gi| 126320812 |
gi | 224098172 |
gi | 293603672 |
gi | 229591045 |
gi | 291403260 |
gi | 161408090 |
oi| 118097327 |
gi| 71896752 |
oi | 115529260 |
gi| 114635613 |
gi | 224052119 |
oi | 224045445 |
gi | 126343251 |
oi | 229366094 |
gi | 297706267 |
gi | 148693644 |
gi | 808898 |
gi| 71895149 |
gi | 224060810 |
gi| 50752315 |
gi 224090278 |
gi | 290760366 |
gi 224044081 |
gi 194218380 |

1,24E-22
4,30E-55
1,33E-08
5,34E-26
1,50E-60
4,03E-28
1,77E-16
1,28E-11
6,76E-45
6,75E-24
1,46E-12
1,08E-26
1,84E-12
9,94E-20
4,81E-91
5,65E-41
3,14E-34
1,44E-55
1,02E-24
4,91E-36
3,80E-72
6,43E-19
4,21E-68
0
1,59E-46
5,16E-13
3,11E-51
1,78E-61
2,51E-39
4,62E-47
6,05E-54
2,22E-40
1,33E-65
3,05E-45
1,68E-99
2,24E-40
3,51E-49
3,55E-10
2,74E-24
8,79E-16

100
100
46
96
98
91
100
77
76
78
81
91
85
78
96
98
90
98
98
97
100
82
99
94
98
81
89
97
100
87
100
98
81
76
97
98
100
90
73
77
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BJOTDO0712S
BJOTD0713S
BJOTD0725S
BJOTD0730S
BJOTD0732S
BJOTD0734S
BJOTDO0737S
BJOTDO0742S
BJOTD0748S
BJOTDO0764S
BJOTDO0771S
BJOTD0773S
BJOTD0781S
BJOTD07865
BJOTD0790S
BJOTD0819S
BJOTDO08375
BJOTD0841S
BJOTD0849S
BJOTD0852S
BJOTD0853S
BJOTD0855S
BJOTD08565
BJOTDO0857S
BJOTD0863S
BJOTD0867S
BJOTD0876S
BJOTD0900S
BJOTD0915S
BJOTD0925S
BJOTD0938S
BJOTD0943S
BJOTD0951S
BJOTD0952S
BJOTD0962S
BJOTD0963S
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Nuclease-sensitive element-binding protein 1
similar to LTV1 homolog

similar to elongation factor 1 gamma
Bothrops insularis cDNA 3' similar to EIF 3
similar to 40S ribosomal protein SA (p40)

Eukaryotic translation elongation factor 2

Eukaryotic translation elongation factor 1
protein SET-like

Gallus gallus hypothetical LOC419815

TFIIH basal transcription factor complex
hypothetical protein

Hypothetical protein

Hypothetical protein LOC419329

Endothelial differentiation-related factor 1
60S ribosomal protein L7a-like

Macaca mulatta MKL/myocardin-like 2
ribosomal protein L15-like

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like

Unnamed protein product

similar to CGI-114 protein

Transcription initiation factor TFIID subunit 10
ribosomal protein L39-like

eukaryotic translation initiation factor 3

Mustela putorius furo Ferret_c3122
ribosomal protein S16

40S ribosomal protein S2-like, partial

similar to 60S ribosomal protein L36

similar to ribosomal protein S19

similar to polycomb group ring finger 1
similar to ribosomal protein L3

meiotically up-regulated gene 28 protein-like
similar to CCAAT/enhancer-binding protein zeta
activating signal cointegrator 1 complex

Pantherophis guttatus HOXC13 gene

similar to CCAAT/enhancer binding protein

gi| 465508 |
gi | 149600821 |
gi| 149641712 |

gi| 114633293 |
gi| 149445919 |
gi| 126323026 |
gi | 297685481 |
gi|118102339 |
gi| 157168345 |
gi| 118091862 |
gi | 53136666 |
gi | 57529391 |
gi| 57525242 |
gi | 297685637 |
gi | 297283526 |
gi | 297489463 |
oi | 114644272 |
gi| 76154349 |
gi | 74207752 |
gi 126326996 |
gi | 225707950 |
oi | 291407871 |
gi | 297282846 |
oi| 291100667 |
gi | 293343904 |
gi| 297715210 |
oi|126323139 |
gi | 73948285 |
oi | 126332008 |
gi | 224095133 |
gi |297275647 |
gi | 126304578 |
gi 291386275 |
gi | 290760366 |
gi 224046218 |

4,09E-42
6,51E-34
3,75E-71
2,4E-157
1,02E-56
9,64E-45
3,83E-38
8,28E-58
8,34E-49
7,17E-95
4,94E-35
2,36E-37
6,56E-12
1,13E-74
2,02E-88
3,84E-14
1,63E-75
2,05E-40
2,00E-30
1,10E-63
2,65E-09
2,03E-25
1,75E-24
1,40E-34
2,73E-33
5,39E-50
1,60E-66
2,50E-47
2,80E-67
4,94E-68
8,13E-22
1,49E-33
5,56E-50
1,37E-89
6,04E-14
5,27E-41

96
74
96
81
98
98
69
100
74
98
87
95
63
97
99
82
100
86
86
96
100
98
94
97
89
100
100
100
99
69
96
87
91
97
78
81
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Processamento pos

traducional e

enderecameento

BJOTD0012C
BJOTD0017C
BJOTD0027C
BJOTD0031C
BJOTD0038C
BJOTD0055C
BJOTD0101C
BJOTD0109C
BJOTD0149C
BJOTD0177C
BJOTD0187C
BJOTD0213C
BJOTD0221C
BJOTD0282S
BJOTD0338S
BJOTD03525
BJOTD0440S
BJOTD0490S
BJOTDO0495S
BJOTDO0497S
BJOTD0534S
BJOTD05525
BJOTD0580S
BJOTD0666S
BJOTD0671S
BJOTD0680S
BJOTD0708S
BJOTD0710S
BJOTD0719S
BJOTD0736S
BJOTDO0775S
BJOTD0795S
BJOTD0839S
BJOTDO0875S
BJOTD0896S
BJOTD0937S
BJOTD0947S
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Oxyuranus scutellatus scutellatus PDI mRNA
FK506 binding protein 11
Similar to PLC alpha, partial
PDI
Similar to arginine-rich
protein disulfide isomerase family A, member 6
Selenoprotein M precursor
Protein disulfide-isomerase A3 precursor
protein transport protein Sec61
PDI
calreticulin
Signal peptidase complex subunit 3
Unnamed protein product
Glutathione peroxidase 3
Translocon-associated protein subunit beta
hypothetical protein
Cctz-1 gene for chaperonin containing TCP-1
Signal peptidase complex subunit 2
Bitis gabonica venom gland cyclophilin
Ornithorhynchus anatinus similar to PLC alpha
Adaptor-related protein complex 3
Signal peptidase complex subunit 1 homolog
Transmembrane emp24-like trafficking protein 10
Hypothetical protein PANDA_004681
hypothetical protein
Cellular nucleic acid-binding protein isoform 2
similar to chromosome 5 open reading frame 14
similar to ATP binding protein isoform 1
similar to Vacuolar protein sorting 33 homolog A
similar to sec61-like protein
Hypothetical protein LOC695627 isoform 2
Putative glycine betaine-binding protein precursor
prefoldin subunit 2-like
Venom gland cyclophilin
similar to microsomal signal peptidase
BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 1
similar to evectin-2

gi| 226693321 |
gi | 149601897 |
gi| 63146076 |
gi| 126336351 |
gi | 224048738 |
gi| 212274308 |
gi | 45383890 |
gi| 158517832 |
gi | 63146076 |
gi | 44969651 |
gi | 45384264 |
oi| 193785784 |
gi | 256574824 |
gi | 57529546 |
gi | 224042915 |
gi|5295932 |

oi| 118085355 |
gi | 38374145 |
oi | 149601896 |
gi 291224321 |
gi | 284413724 |
oi| 148231193 |
gi | 281339997 |
oi | 50752556 |
gi| 157909782 |
gi| 149421418 |
oi| 118084248 |
gi | 149633351 |
gi| 118096920 |
gi 297265585 |
gi 229589329 |
gi | 296229418 |
gi | 38374146 |
gi 126331303 |
gi 291387836 |
gi | 126325897 |

0
3,99E-37
3,88E-94
1,22E-43
9,52E-81
5,46E-35
1,06E-35
2,39E-69
1,17E-20

0
5,9E-137
1,58E-64
3,17E-60
1,14E-41
1,15E-52
1,54E-28
2,76E-07
2,32E-29
3,30E-17
1,62E-09
8,57E-12
3,24E-47
1,77E-08
5,65E-07
6,16E-82
1,12E-73
7,76E-30
3,01E-61
6,08E-89
7,9E-104
3,75E-27
2,79E-50
6,59E-57
8,35E-19
3,36E-28
4,64E-17
1,18E-17

88
82
93
98
89
97
84
89
100
97
97
95
93
69
94
90
93
98
93
84
85
92
74
79
97
98
65
92
98
99
73
100
93
97
96
79
88
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Metabolismo geral

BJOTD0040C
BJOTD0063C
BJOTD0095C
BJOTD0206C
BJOTD0219C
BJOTD0230C
BJOTD0231C
BJOTD0253C
BJOTD0298S
BJOTD0315S
BJOTD0326S
BJOTD0350S
BJOTD0357S
BJOTD0381S
BJOTD0385S
BJOTDO0451S
BJOTDO0482S
BJOTD0484S
BJOTDO0485S
BJOTD0527S
BJOTD05565
BJOTD0593S
BJOTD0613S
BJOTD0620S
BJOTD0625S
BJOTD0626S
BJOTD0638S
BJOTD06555
BJOTDO0778S
BJOTDO0806S
BJOTDO0807S
BJOTD0822S
BJOTD0825S
BJOTDO0861S
BJOTD0906S
BJOTD0916S
BJOTD0940S
BJOTD09425S
BJOTD0957S
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Hypothetical protein
NADH dehydrogenase subunit 3
Aldolase A, isoform CRA_g
NADH dehydrogenase subunit 1
Calglandulin

Creatine kinase
ATP-specific succinyl-CoA synthetase
Parvalbumin beta

similar to adenylate kinase (EC 2.7.4.3)
hypothetical protein
PDCD8
Dodecenoyl-Coenzyme A
Hypothetical protein PANDA_000063
Rab GDP dissociation inhibitor beta
similar to Xgs protein
Homo sapiens phospholipase C
L-serine dehydratase 1
Putative NADP-GAPDH

similar to ocrll, partial
NADH dehydrogenase subunit 2
NADH dehydrogenase subunit 4
NADH dehydrogenase

putative NADH dehydrogenase 1
Phosphoglycerate kinase

NADH dehydrogenase
Acyl-CoA-binding protein

Creatine kinase

aldolase B, fructose-bisphosphate
lactate dehydrogenase H chain
Parvalbumin beta

Protein S100-A11
phosphoglucomutase 1 isoform 2
Collapsin response mediator protein-4
NADH dehydrogenase subunit 5
NADH dehydrogenase

Similar to NADH dehydrogenase
acyl-Coenzyme A binding domain containing 3
Muscle-type lactate dehydrogenase
similar to parvalbumin

gi | 224094659 |
gi| 156878364 |
gi| 149067838 |
gi | 155970508 |
gi | 82242790 |
oi | 8571478 |
gi|4104377|
gi| 131109
gi| 118101780 |
gi| 118099923 |
gi| 115607158 |
gi| 118119260 |
oi | 281346664 |
gi | 45384364 |
gi | 224073061 |
oi | 289547593 |
gi | 229588576 |
gi| 229591279 |
gi| 149413779 |
gi | 58373467 |
oi | 156878366 |
gi | 224051044 |
oi | 224093523 |
gi | 45384486 |
gi| 71895153 |
oi | 46048920 |
gi|8571478|
oi | 224088858 |
gi| 5305416
gi|131109 |
gi | 45384028 |
gi | 224058375 |
gi | 88770841 |
gi | 155970518 |
gi 296210469 |
gi | 126335507 |
gi 224047273 |
gi|112791221 |
gi 126308908 |

5,29E-95
2,09E-14
2,11E-68
8,6E-115
5,59E-84
1,31E-72
2,78E-25
1,39E-48
1,00E-48
1,16E-28
9,10E-18
5,23E-25
1,10E-85
3,20E-65
4,35E-36
3,33E-54
8,49E-27
3,63E-22
4,18E-65
2,58E-32
4,10E-18
7,07E-80
1,34E-48
1,89E-26
1,31E-40
1,00E-32
3,09E-76
1,59E-84
3,86E-09
1,10E-37
8,18E-36
2,35E-13
2,82E-16
3,00E-46
7,09E-26
1,93E-10
6,16E-53
4,06E-85
4,89E-44

86
87
93
94
98
99
96
95
92
89
87
72
95
96
93
76
98
100
91
89
94
91
92
98
81
88
94
94
74
95
94
94
84
85
76
73
97
96
84
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BJOTD0961S

Regulacao

BJOTD0002C
BJOTD0048C
BJOTD0085C
BJOTD0105C
BJOTD0268S
BJOTDO0277S
BJOTD0291S
BJOTD0293S
BJOTD03355
BJOTD0360S
BJOTD03665
BJOTD04465
BJOTD0449S
BJOTD0651S
BJOTD0652S
BJOTD0667S
BJOTD0677S
BJOTD0685S
BJOTD0686S
BJOTD0692S
BJOTDO0720S
BJOTD0722S
BJOTD07675
BJOTD0931S

Degradacio

BJOTD0119C
BJOTD0146C
BJOTD0155C
BJOTD0285S
BJOTD0309S
BJOTD0367S
BJOTD0502S
BJOTD0526S
BJOTD0565S
BJOTDO0575S
BJOTD0743S
BJOTD0753S
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similar to LOC496978 protein

Heat shock protein 90kDa

Heat shock 70kDa protein 5

45 kDa calcium-binding protein

HSP108 mRNA for heat shock protein 108,
heat shock protein 60

latent TGFb binding protein 3

Heat shock protein 108

hypothetical protein

similar to Poly (ADP-ribose) polymerase family
Hypoxia up-regulated protein 1 precursor
HSP70

Xaa-Pro dipeptidase

45 kDa calcium-binding protein

FACT complex subunit SPT16

similar to hDj9

Putative osteonectin

F112] Human Sorcin Mutant

Putative signaling protein

mitogen-activated protein kinase associated protl
14-3-3 sigma

heat shock protein 90a

HSP 90

similar to cell cycle protein p38-2G4 homolog
hypothetical protein isoform 1

ubiquitin-like protein FUBI-like
similar to ubiquitin A-52 residue
similar to ubiquitin

chromatin modifying protein 6
hypothetical protein
ubiquitin-like protein FUBI-like
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8
ubiquitin-like protein FUBI-like
similar to prosomal P27K protein
proteasome alpha 4 subunit-like
similar to Proteasome subunit
Putative proteaseome

gi | 118094545 |

gi | 224095440 |
gi | 224073965 |
gi| 239977113 |
gi| 161408088 |
gi | 161408075 |
gi | 293344564 |
gi| 161408089 |
gi | 224053105 |
oi | 126336674 |
gi| 57528712 |
gi | 63146078 |
gi| 119331076 |
gi| 239977113 |
oi | 296214423 |
gi | 126314456 |
gi | 15558808 |
gi| 158428943 |
gi | 229592248 |
gi | 224073977 |
gi | 224081649 |
oi| 161408085 |
gi| 67480188 |
gi | 126343237 |
oi | 224096978 |

gi | 296218727 |
gi| 114676157 |
gi | 73970166 |
gi | 224074369 |
gi | 118093769 |
gi 296218727 |
gi| 197102638 |
gi 296218727 |
gi | 149410335 |
gi 291410735 |
gi 126309277 |
gi 197128000 |

1,35E-75

0
1,2E-150
3,49E-49
3,71E-45
5,74E-36
3,73E-47
4,08E-88
1,56E-54
8,23E-43
5,72E-07
6,49E-27
3,27E-81
5,06E-84
1,00E-72
1,21E-57
2,80E-91
3,51E-73
1,18E-41
1,65E-52
8,89E-21
4,30E-39
4,08E-74
2,86E-59
2,03E-49

2,47E-43
3,73E-69
9,70E-65
1,52E-45
3,84E-73
1,82E-43
5,35E-86
4,44E-40
2,03E-49
4,68E-09
1,00E-60
2,38E-82

93

97
99
96
78
100
54
97
80
84

100
91
97

100
99
99
93
98
97
94
97

100
95
78

89
99
98
93
95
89
94
89
98
97
89
98
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BJOTD0779S
BJOTD0791S
BJOTD0932S
BJOTD0953S
BJOTD0960S

Retrotransposons

BJOTD0141C
BJOTD0304S
BJOTD0340S
BJOTD0392S
BJOTD06355
BJOTD0700S
BJOTD0729S
BJOTDO0804S
BJOTD0816S
BJOTD0828S
BJOTDO0874S
BJOTD0924S
BJOTD0929S

Estruturais

BJOTDO0183C
BJOTD0186C
BJOTD0188C
BJOTD0193C
BJOTDO0217C
BJOTD0229C
BJOTD0259C
BJOTDO0301S
BJOTDO0341S
BJOTDO0378S
BJOTD0578S
BJOTD0594S
BJOTDO0657S
BJOTD0669S
BJOTD0674S
BJOTDO0750S
BJOTD0794S
BJOTD0820S
BJOTD0894S
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78 kDa glucose-regulated protein precursor
putative proteasome

similar to Ufm1-conjugating enzyme 1
Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1
Small ubiquitin-related modifier 1 precursor

Reverse transcriptase-RNase H-integrase
hypothetical protein
Reverse transcriptase-like protein
similar to Gag-Pol polyprotein, partial
Polymerase polyprotein
similar to transposase
ORF2
similar to polyprotein
similar to Gag-Pol polyprotein
similar to pol protein, partial
similar to Gag-Pol polyprotein
similar to Gag-Pol polyprotein
similar to Gag-Pol polyprotein

Actin gamma 1

slow skeletal ventricular myosin

Troponin T class IVc alpha-2

novel protein similar to tubulin

Procollagen, type 1, alpha 1, isoform CRA_a
Actin, alpha 1, skeletal muscle, isoform CRA_a
Myosin light chain

putative myosin alkali light chain
Hypothetical protein PANDA_018253

Gallus gallus sel-1 suppressor of lin-12-like
tubulin beta-2C chain-like isoform 3

collagen type VI alpha 5

Embryonic fibroblast tropomyosin 1 isoform 5
hypothetical protein

Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2
hypothetical LOC100386176 (LOC100386176)
Gallus gallus collagen, type I

similar to alpha 2 type I collagen

troponin I, skeletal, fast

gi | 296482166 |
gi | 224045021 |
gi| 57111435 |
gi| 269994412 |
gi | 45383836 |

gi|5002510|
gi| 118089925 |
gi|4378025|
gi | 224170547 |
gi | 5777387 |
gi | 72012604 |
gi | 6576738 |
gi | 224048666 |
gi | 224047378 |
oi | 224163174 |
gi | 224047378 |
gi | 224047378 |
gi | 224047378 |

gi | 60653037 |
gi| 189516972 |
gi| 1256738 |
oi | 89268111 |
gi | 149053909 |
oi 149043182 |
gi | 52078482 |
gi | 197128586 |
oi | 281338717 |
gi| 118091891 |
gi | 297685834 |
gi 293361347 |
gi | 126334768 |
gi | 224147797 |
gi 215274109 |
gi | 296236499 |
gi 206597433 |
gi 224044919 |
gi | 224050904 |

1,69E-43
7,04E-90
2,93E-80
1,42E-81
1,18E-51

7,77E-15
1,57E-09
9,43E-15
8,45E-11
9,39E-18
3,89E-08
1,60E-18
2,76E-07
1,38E-13
1,79E-13
5,13E-11
2,30E-08
7,28E-09

3,1E-177
7,54E-77
8,28E-81
7,1E-106
5,57E-66
0
7,64E-92
1,10E-55
4,04E-41
1,74E-21
4,60E-33
8,17E-30
3,48E-74
3,32E-36
1,05E-53
5,44E-71
7,09E-25
1,06E-66
2,28E-63

99
100
98
92
100

49
63
62
69
79
56
75
68
60
70
79
56
81

100

94
100
95
100
99
100
76
79
100
63
97
88
95
84
77
94
96
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BJOTD0927S

Outras funcoes
BJOTDO0056C
BJOTDO0069C
BJOTD0175C
BJOTD0197C
BJOTD0239C
BJOTD0240C
BJOTD0244C
BJOTD0255C
BJOTD0270S
BJOTD0271S*
BJOTD0272S
BJOTD02965
BJOTDO0307S
BJOTD0323S
BJOTD03475
BJOTD0359S
BJOTD0365S
BJOTD03755
BJOTDO0377S
BJOTD0382S
BJOTD0404S
BJOTD0409S
BJOTD04155
BJOTD04175
BJOTD0421S
BJOTD04255
BJOTD04265S
BJOTD0429S
BJOTD0432S
BJOTD0433S
BJOTD0442S
BJOTD0444S
BJOTD0454S
BJOTD04555
BJOTD04565
BJOTD0463S
BJOTD0464S
BJOTD0472S
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microlepidota alpha actin mRNA

similar to TRAM-protein

similar to DRIM protein

ATPase 6

Churchill protein

Human translationally controlled tumour associated prot.
Taeniopygia guttata nucleophosmin 1-like
hypothetical protein LOC100403508

clone 0058P0031E04 putative thymosin beta

Rare lipoprotein A

Lachesis muta cDNA 5' similar to UNR-interacting protein
Taeniopygia guttata akirin 2 (AKIRIN2), mRNA
rCG33857, isoform CRA_c

Cytosolic non-specific dipeptidase

Galectin 3 (LOC100229673), mRNA

guanine nucleotide-binding protein

similar to solute carrier family 9

Magnesium transporter NIPA2

similar to Ribose-phosphate pyrophosphokinase I -like
WD repeat-containing protein 24

mKIAAO0051 protein

similar to SEC24 related gene family, member A
similar to metadherin, partial

Stromal cell derived factor receptor 1-like

Ki-1/57 intracellular antigen

Integral membrane protein 2A

Hypothetical protein PFLU2156

Pilus assembly protein CpaF

similar to family with sequence similarity 44, member A
muscle-derived protein 77

Bcl-2 related anti-apoptotic protein

Transmembrane protein 14A-like protein

similar to clusterin

Smu-1 suppressor of mec-8 and unc-52 homolog

Heme transport protein, putative

B-cell receptor-associated protein 31

TonB-dependent siderophore receptor

similar to pantothenate kinase 4

Olfactory receptor KSOR11

gi| 15825435 |

gi| 126321059 |
gi| 118082562 |
gi| 213391163 |
gi | 224050719 |
gi| 126296321 |
gi | 224068533 |
gi| 296227833 |
gi | 76159009 |
gi| 293408759 |

gi | 224048446 |
gi | 149053020 |
gi | 57530409 |
gi | 224051931 |
gi| 297717144 |
gi | 224075240 |
gi| 71895211 |
gi| 126344678 |
gi | 71894803 |
gi| 37359752 |
oi | 149639326 |
gi | 224166970 |
gi | 76158926 |
oi | 3403154 |
gi| 60302789 |
oi | 229589653 |
gi | 293606488 |
gi | 118090702 |
gi | 224047974 |
gi | 28200456 |
gi | 290874552 |
gi 149640991 |
gi | 149638721 |
gi | 70732683 |
gi 291412844 |
gi| 167031889 |
gi 224079778 |
gi 289152988 |

2,60E-90

2,6E-132
1,39E-83
7,86E-61
1,63E-17
8,42E-37
5,61E-30
1,74E-31
1,09E-35
7,94E-30
1,07E-30
1,9E-105
5,41E-07
1,21E-57
1,98E-28
1,86E-71
2,73E-14
2,47E-10
3,02E-45
7,43E-20
1,35E-32
1,10E-18
6,99E-50
1,65E-37
1,12E-15
3,47E-17
6,55E-30
1,22E-49
3,22E-48
5,78E-36
8,80E-31
1,13E-33
4,82E-11
2,07E-78
4,42E-60
9,74E-20
5,01E-24
5,94E-81
2,28E-48

96

93
83
89
93
89
75
83
84
95
73
97
62
91
79
100
83
81
100
97
92
96
82
74
76
72
91
99
75
82
75
86
66
99
87
78
55
93
94
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BJOTD0481S
BJOTD0489S
BJOTD0493S
BJOTD0498S
BJOTD0501S
BJOTD0505S
BJOTD0516S
BJOTD0519S
BJOTD0525S
BJOTD0535S
BJOTD0537S
BJOTD0540S
BJOTD0543S
BJOTD0544S
BJOTD0547S
BJOTD05485S
BJOTDO0553S
BJOTDO05555
BJOTD0558S*
BJOTD0559S
BJOTD0570S
BJOTDO0572S
BJOTDO05765
BJOTD0579S
BJOTD0582S
BJOTD0584S
BJOTD05865
BJOTD0597S
BJOTD0616S
BJOTD0617S
BJOTD0631S
BJOTD0633S
BJOTD0639S
BJOTD0643S
BJOTD0644S
BJOTD0645S
BJOTD0649S
BJOTD0650S
BJOTD0654S
BJOTD06565
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similar to Rad51C

similar to ankyrin repeat-containing cofactor-1
similar to Ephx1 protein

hypothetical protein

barrier to autointegration factor 1

Novel 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily protein
AF159543_1transport protein Sec61 beta subunit
similar to RAB24, member RAS oncogene family
Hypothetical protein

Nucleoside diphosphate kinase A

cell adhesion molecule 1 isoform 5

protein glycosyltransferase

Tsimilar to Male-enhanced antigen 1

Homo sapiens solute carrier family 6
short-wavelength sensitive opsin (OPN1SW)
SERPINE1 mRNA binding protein 1

similar to ADP-ribosylation factor

B-cell translocation gene 1

gi| 118100296 |
gi| 118096590 |
gi | 50740570 |
gi| 118094778 |
gi | 297468376 |
gi| 118098492 |
gi| 18000273 |
gi| 118097376 |
gi | 290965786 |
gi | 68299781 |
gi| 291383848 |
gi| 213512236 |
gi | 224047315 |
gi| 197276622 |
oi | 218944448 |
gi| 71896824 |
gi | 114558505 |
gi | 224094335 |

Lachesis muta cDNA 5' similar to catechol-O-methyltransferase

Immunoglobulin mu heavy chain constant region
interleukin enhancer-binding factor 3-like
Cytohesin 1, transcript variant 3

Cystatin-C precursor

protein transport protein Sec61 subunit alpha
High-mobility group box 1

Similar to divalent cation tolerant protein CUTA isoform 1

putative Phosphohistidine phosphatase 1

similar to procollagen C-endopeptidase enhancer
similar to OTTHUMP00000018663

Coatomer subunit epsilon-like

Receptor for activated C kinase 1

Clone 0058P0025H05 putative thymosin beta 4
similar to Copine VII

Fission 1 (mitochondrial outer membrane) homolog

Olfactomedin-like protein 3 precursor
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C

Solute carrier family 30 (zinc transporter), member 2

Death-associated protein 1
similar to PHD finger protein 20
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II

gi| 165928934 |
gi 296232890 |
gi | 297701925 |
oi | 130485692 |
gi| 297263181 |
oi | 224043265 |
gi | 73972585 |
gi | 224058872 |
oi| 126309331 |
gi | 118084662 |
oi | 297276545 |
gi | 162424903 |
gi | 7615859 |
gi | 118096593 |
gi 194332761 |
gi 90968644 |
gi 215983070 |
gi | 55742430 |
gi| 71896843 |
gi 224077253 |
gi| 291387624 |

1,44E-31
5,90E-25
1,49E-31
3,30E-31
2,56E-44
7,54E-60
5,09E-40
3,54E-48
1,13E-34
1,76E-53
6,96E-42
5,65E-67
2,25E-41
1,23E-19
8,86E-24
5,1E-159
3,96E-33
4,0E-154
1,87E-93
1,88E-10
1,66E-12
2,43E-10
1,86E-18
2,16E-14
1,58E-71
6,83E-22
2,05E-25
4,46E-28
3,95E-21
7,27E-09
3,37E-19
1,4E-141
5,60E-22
2,70E-25
4,40E-94
1,29E-27
6,78E-57
1,01E-40
1,11E-89
4,20E-22

85
80
84
82
98
91
100
92
95
96
94
100
93
84
84
90
88
92
98
82
82
80
72
100
73
82
92
69
73
83
100
86
90
96
91
68
80
93
95
100
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BJOTD0661S
BJOTD0663S
BJOTD0668S
BJOTDO0678S
BJOTD0681S
BJOTD0682S
BJOTD0691S
BJOTD0695S
BJOTD0711S
BJOTD0718S
BJOTD0721S
BJOTDO07265
BJOTDO0727S
BJOTD0738S
BJOTDO0754S
BJOTDO0777S
BJOTDO0780S
BJOTDO0803S
BJOTD0832S*
BJOTD0842S
BJOTD0848S
BJOTD0860S
BJOTDO0865S
BJOTD0869S
BJOTDO0885S
BJOTD0893S
BJOTD0902S
BJOTD0913S
BJOTD0917S
BJOTD0918S
BJOTD0928S
BJOTD0935S
BJOTD0944S
BJOTD0949S

Funcio desconhecida

BJOTD0124C
BJOTD0202C
BJOTD0237C
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hypothetical protein

Hypothetical protein PANDA_008171
HERV-R(b)_3p24.3 provirus ancestral Env polyprotein
similar to arylacetamide deacetylase-like 1

mRNA for aminopeptidase A

Cytokine-like protein

source of immunodominant MHC-associated peptides
similar to dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase
similar to TP53RK-binding proteiN

tyrosylprotein sulfotransferase 1

multiple coagulation factor deficiency 2

Basigin

SERPINE1 mRNA binding protein 1-like isoform 3
protein glycosyltransferase subunit STT3A isoform 3
multiple ankyrin repeats single KH domain protein
Chemotaxis sensory transducer, Pas/Pac sensor
transmembrane protein 39A

Activated leukocyte cell adhesion molecule

gi| 118093152 |
gi| 281346174 |
oi | 44887882 |
gi | 224060839 |
gi | 148367283 |
gi|37993397 |
gi| 224045413 |
gi| 118084951 |
gi 194220602 |
gi| 291412107 |
gi | 224047072 |
gi| 37700234 |
gi| 291398731 |
gi| 296216574 |
gi| 118097192 |
gi | 77460879 |
gi | 224044017 |
gi | 45383997 |

Lachesis muta cDNA 5' similar to Vit. D3 receptor-interacting protein

similar to Galectin-1

ribophorin II

Semaphorin 3fa

hypothetical protein

Gallus gallus unc-84 homolog A

Leu-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 4
Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B
FK506 binding protein 4, 59kDa

Phosphoserine phosphatase

lymphocyte antigen 6 complex, locus E
retinoblastoma binding protein 8

Putative fatty acid binding protein 5 variant 1
High mobility group nucleosomal binding domain
fidgetin-like 1

similar to Amplified in osteosarcoma

hypothetical protein TTHERM_02141640
putative comparative gene identification 20
hypothetical protein

oi | 149632412 |
gi | 224077966 |
gi| 190337611 |
oi| 118087538 |
gi| 118097737 |
oi| 118091123 |
gi| 71894779 |
gi | 224043784 |
oi | 293605675 |
gi | 224046794 |
0i]291394192 |
gi | 197127225 |
gi | 76158875 |
gi | 224045854 |
gi | 126343814 |

gi 118392259 |
gi | 224070442 |
gi 50758256 |

1,59E-25
1,05E-53
2,61E-12
1,12E-56
1,4E-165
3,04E-70
1,02E-24
3,85E-32
5,48E-18
4,68E-46
6,78E-33
2,03E-09
8,94E-37
3,46E-25
1,84E-75
5,19E-08
1,05E-21
7,00E-13
3,93E-76
9,46E-35
4,04E-50
3,48E-25
4,78E-81
9,94E-38
2,85E-74
3,65E-22
5,23E-21
6,20E-22
1,41E-27
1,45E-30
1,58E-33
1,52E-69
1,57E-96
2,43E-18

3,28E-41
3,09E-50
1,20E-13

93
80
60
74
96
91
100
79
91
88
83
64
98
100
84
91
98
87
97
67
97
98
97
82
82
91
81
89
68
91
89
81
96
63

71
97
64
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BJOTD0250C
BJOTD0320S
BJOTD0333S
BJOTD0344S
BJOTD0348S
BJOTD0361S
BJOTD0368S
BJOTDO0400S
BJOTD0411S
BJOTD0459S
BJOTD0475S
BJOTDO04765S
BJOTDO0479S
BJOTDO0504S
BJOTD0512S
BJOTD0530S
BJOTD05425
BJOTD0561S
BJOTD05625
BJOTDO0574S
BJOTD06125
BJOTD0630S
BJOTD0640S
BJOTD06585S
BJOTD0679S
BJOTD0697S
BJOTD0782S
BJOTDO0783S
BJOTD0810S
BJOTD0866S
BJOTD0895S
BJOTD0903S
BJOTD0912S
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Lithognathus mormyrus clone Imos8p03h04

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 2

Tetratricopeptide repeat domain 15
hypothetical protein

hypothetical protein
BAC clone CH261-2F13 from chromosome ul
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

similar to DKFZP459P083 protein isoform 2
Hypothetical protein PANDA_011511
MGC80480 protein
Aphanomyces euteiches cDNA
DNA packaging protein FI
Gekko japonicus GekBS130P

similar to MGC53931 protein

hypothetical protein
Hypothetical LOC100063824
Split hand/foot malformation ectrodactyly type 1
hypothetical protein TATV_DAH68_216
Gallus gallus finished cDNA, clone ChEST294h12
hypothetical protein

hypothetical protein
Unnamed protein product
Aphanomyces euteiches cDNA
Hypothetical protein LOC420161

hypothetical protein
UPF0183 protein C160rf70-like

hypothetical protein
Gallus gallus finished cDNA, clone ChEST383016
Hypothetical LOC100451265
Gallus gallus finished cDNA, clone ChEST62010

gi | 116745266 |
gi| 148227746 |
gi| 118088980 |
gi| 291415304 |
gi | 224044061 |
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gi| 118083778 |
gi | 224058216 |
gi | 149637362 |
gi | 224090703 |
gi| 281350192 |
gi | 148227590 |
gi| 166044478 |
oi | 288871749 |
gi| 58568144 |
gi | 149634015 |
gi | 224081582 |
gi| 149728931 |
oi | 60654499 |
gi| 113195393 |
gi | 46239341 |
oi| 126308335 |
gi | 118083457 |
oi | 21756308 |
gi| 166046584 |
gi| 57530610 |
oi | 224068254 |
gi | 297698947 |
oi | 224075120 |
gi | 45426208 |
gi 297693206 |
gi | 46238581 |

2,33E-24
6,68E-28
1,22E-22
2,42E-18
5,36E-18
8,30E-25
5,36E-34
6,99E-21
3,43E-41
2,42E-74
5,30E-97
3,66E-14
1,44E-67
7,9E-122
7,40E-23
1,25E-13
1,00E-52
8,88E-13
7,90E-43
9,41E-15
1,21E-09
1,99E-24
3,77E-47
1,37E-33
9,57E-19
2,2E-168
6,63E-40
7,35E-10
4,57E-08
9,20E-37
4,72E-68
1,42E-07
8,04E-39

94
90
88
69
61
69
78
94
86
97
97
80
85
99
98
73
96
87
80
98
69
77
75
63
74
100
85
92
79
77
85
85
77
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INtumero de clones que compdem o cluster. AF: biblioteca de fémeas adultas; AM: biblioteca de machos adultos; AT: biblioteca de adultos (machos e

fémeas); F: biblioteca de filhotes.

291 number conforme o banco nao redundante do NCBI (nrNCBI - National Center for Biotechnology Information).

3Porcentagem de similaridade de seqtiéncia.

4A identificagdo dos clusters foi feita utilizando-se o algoritmo BLAST (Altschul ef al. 1997). X representa similaridade verificada por BlastX; N

representa similaridade verificada por Blast. Os clusters indicados com um (*) foram identificados utilizando o banco de ESTs do NCBI (dbEST).
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SUMULA CURRICULAR

DADOS PESSOAIS

Nome: André Zelanis Palitot Pereira

Local e data de nascimento: Porto Alegre, 25/07 /1981

EDUCACAO

Ensino médio: Colégio Nossa Senhora do Rosario, Curitiba-PR (1996-1998)
Graduagao: Licenciatura e Bacharelado em Biologia -Pontificia Universidade Catélica
do Parana (PUC-PR). (2000-2004).

Pé6s graduacao: Mestrado em Ciéncias (Fisiologia geral)- Universidade de Sdo Paulo

(USP-SP). Instituto de Biociéncias, Departamento de Fisiologia (2004-2006).

FORMACAO COMPLEMENTAR

Cursos de Extensao

* Dezembro 2010. Curso - Proteomics methods and approaches for protein
identification and quantitation. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP-SP).Carga horaria: 12h.

* Dezembro 2009. Curso - Protedmica quantitativa e interpretacdo de espectros
de peptideos. Sociedade Brasileira de Espectrometria de Massas (BrMass).
Carga horaria: 8h.

* Dezembro 2007. Curso - Aspectos fundamentais de espectrometria de massas
em andlise protedmica. Sociedade Brasileira de Espectrometria de Massas
(BrMass). Carga horaria: 8h

* Novembro 2007. Curso da Rede Proteoma do Estado de Sao Paulo.
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron - LNLS, Campinas, Sdo Paulo. Carga
horéria: 40h.

*= Fevereiro de 2006. Curso - Serpentes. Instituto Butantan, IBU, Brasil. Carga
horaria: 40h.

= Maio de 2005. 1°Curso de Redacao Cientifica. Instituto Butantan, IBU, Brasil.
Carga horaria: 9h.



222

* Marco de 2005. Curso de Extensao Universitaria sobre Acidentes por animais
peconhentos (Disciplina MIP 5729, da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Moléstias Infecciosas e
Parasitérias). Instituto Butantan, IBU, Brasil. Carga horaria: 75h

*  Qutubro de 2004. Mini-curso: Principios Bésicos em sistematica filogenética.
Instituto Butantan, IBU, Brasil. Carga horéria: 10h.

= Abril de 2004. Curso- Peptidios- Isolamento, caracterizacdo e atividades
biolégicas (Disciplina BTC 5721 do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV,
Interunidades em biotecnologia). Instituto Butantan, IBU, Brasil. Carga
horaria: 60h.

* Julho de 2003. II Curso de Inverno de Bioquimica. Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Departamento de Bioquimica, Universidade de Sao Paulo,
USP, Brasil. Carga horaria: 120h.

* Maio de 2003. Mini-curso: Bioquimica do cancer. Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular, SBBq, Brasil. Carga horéria: 6h

* Maio de 2003. Extensdo Universitaria sobre Ecologia de serpentes da Mata
Atlantica. Pontificia Universidade Catdlica do Parana, PUC-PR, Brasil. Carga
horéria: 20h.

* Agosto de 2002. Disciplina optativa - Farmacologia aplicada a Biologia.
Universidade Federal do Parand, UFPR, Brasil. Carga horaria: 80h.

* Setembro de 2001. Curso de extensao universitaria sobre Controle biolégico de
pragas. Pontificia Universidade Catélica do Parana, PUC-PR, Brasil. Carga
horéria: 20h.

* Junho de 2001. Curso de extensdo universitaria sobre Herpetologia da Floresta
com araucaria. Pontificia Universidade Catélica do Parana, PUC-PR, Brasil.
Carga horaria: 20h.

* Setembro de 2000. Curso de extensdo universitaria sobre Biologia, ecologia e
sistematica de aranhas. Pontificia Universidade Catdlica do Parana, PUC-PR,
Brasil. Carga horaria: 20h.

* Agosto de 2000. Curso de extensdao universitaria sobre répteis do Brasil -
Manutencido em cativeiro. Pontificia Universidade Catdlica do Parana, PUC-
PR, Brasil. Carga horaria: 16h.

* Junho de 2000. Curso de extensdo universitaria sobre Serpentes do Sul do
Brasil. Pontificia Universidade Catélica do Parand, PUC-PR, Brasil. Carga
horéria: 18h.

OCUPACAO

Bolsista de doutorado da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

(FAPESP; processo 06/60486-0; Vigéncia: Abril-2007 a Fevereiro-2011).
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