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RESUMO

Os componentes de venenos de serpentes sdo importantes ferramentas para
a pesquisa cientifica, desenvolvimento de drogas, e para o diagnostico de varias
doencas. Descrevemos a montagem de novo e andlise do transcritoma da glandula
de veneno de uma serpente amplamente distribuida no Brasil a Bothrops neuwiedi.
Com base em 9.500.000 sequéncias identificamos varias sequéncias inteiras
codificantes de toxinas. A mais abundante expressdo foi de transcritos de
metaloproteinases de veneno de serpentes (SVMPSs), que apresentou 0 maior
percentual de sequéncias mapeadas em um transcriptoma de referéncia (34,40 %),
seguido por lectinas tipo C (25,20 %), fosfolipases A2 (14,20%) e serino-proteinases
(7,51 %). Devido a importancia fisiopatoldgica no envenenamento e seu potencial
uso como um modelo para o desenvolvimento biotecnolégico de farmacos, as
SVMPs tornaram-se o principal alvo deste estudo, para o qual realizamos analises
filogenéticas com o objetivo de contribuir para uma melhor compreensdo da
biodiversidade e dos mecanismos moleculares subjacentes a evolucdo destas
proteinas, e também contribuir para a descoberta de novos compostos com

potencial acao terapéutica.
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ABSTRACT

The snake venom’s components are sources of drug and physiological research
tools for diagnosis of several diseases. We describe the de novo assembly and
analysis of the venom-gland transcriptome of a widly distributed snake in Brazil
(Bothrops neuwiedi). Based on 9.500.000 reads of quality-filtered, we identified
several full-length toxin-coding sequences. The most highly expressed group of toxin
was the SVMPs (snake venom metalloproteinase), which accounted for the highest
percentage of reads to the reference transcriptome (34.40%), followed by C-type
lectins (25.20%), phospholipases A2 (14.20%) and serine proteinases (7.51%). Due
to pathophysiological importance in the poisoning and its potential use as a model for
biotechnology development, the snake venom metalloproteinases (SVMP) became
the main target in this study. Therefore we performed phylogenetic analyzes of the
SVMPs in order to contribute to a better understanding of the biodiversity of these
proteins underlying molecular and evolutionary mechanisms, and contribute to the

discovery of new compounds with have potential in therapeutics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Serpentes e ofidismo no Brasil

Animais peconhentos sdo conhecidos pela ampla diversidade do ponto de
vista taxondmico e funcional. Embora diversos animais peconhentos sejam
conhecidos, os acidentes ofidicos recebem destaque devido a alta incidéncia e
gravidade dos casos. Neste contexto, as principais familias de serpentes venenosas
sao: 1) familia Viperidae (viboras), cujo principal efeito do envenenamento resulta
em lesdes locais graves caracterizadas por hemorragia e mionecrose além de
alteracdes hemostéticas; 2) familia Elapidae (serpente coral e cobras najas), que
possui veneno primariamente neurotoxico e cardiotoxico (Du et al., 2006; Ledo et al.,
2009; Casewell et al., 2009); 3) familia Hydrophiidae (serpentes marinhas), cujo
veneno é principalmente miotoxico; e 4) algumas espécies da familia Colubridae
(serpente-rateira), cuja maioria ndo apresenta glandula de veneno desenvolvida.

O Brasil € um dos paises com maior abundancia de serpentes peconhentas,
sendo que a grande maioria pertence as familias Viperidae (responsaveis pelos
acidentes botrépico, crotalico e laquético) e Elapidae (acidente elapidico)
(Albuquergue et al., 2013). Ao contrario do que se imagina, 0 envenenamento por
picadas de serpentes € considerado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como sendo uma doenca negligenciada que afeta principalmente habitantes de
areas rurais de paises tropicais (OMS, 2013).

As serpentes da familia Viperidae sdo amplamente distribuidas no globo
terrestre e lideram a lista das principais serpentes causadoras de acidentes ofidicos
(Salvador et al., 2013). Dentre as serpentes da familia Viperidae, o género Bothrops
(Figura 1) é o principal responsavel pela maioria dos casos de envenenamento por
picada de serpentes na América Latina e no Brasil (Sanchez & Swenson, 2007,
Cardoso et al.,, 2010; Albuquerque et al.,, 2013) liderando a producédo de soro
antiofidico. Das notificacdes feitas ao DATASUS (Figura 2) em 2012, 72% dos
casos com picada de serpentes eram do género Bothrops (Brasil, 2013).

No Brasil sdo encontradas 21 espécies de serpentes do género Bothrops
dentre elas, a espécie Bothrops neuwiedi (jararaca do rabo branco ou jararaca
cruzeira) estava entre as trés serpentes peconhentas que apresentavam o maior
namero de recebimentos de representantes no Instituto Butantan entre 1900 e 1962

(Silva & Rodrigues, 2008).
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Bothrops jararacussu

m Bothrops
Crotalus durissus
durissus m Crotalus

u Micrurus
Micrurus frontalis m [ achesis

mNao

peconhenta

Lachesis muta Hgnorado

Boa constrictor

Figura 2 - Acidentes com serpentes no Brasil em 2012. Exemplares do serpentario
da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Fotos de
Leonardo Noronha. Gréfico indicando os acidentes causados por serpentes da
familia Viperidae e Elapidae. Fonte: DATASUS/Brasil, 2013.
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1.2 A diversidade molecular do veneno de serpentes

O veneno é uma combinacao de proteinas e peptideos que exibem diversas
funcBes bioquimicas e farmacologicas (Doley et al., 2009), além de conter
constituintes inorganicos como calcio, ferro, cobre, potassio, magnésio, manganés,
sodio, fosforo e zinco (Friederich & Tu, 1971). O veneno das serpentes pode ser
bastante diverso quanto a sua composicdo e atividade biolégica, dependendo da
espécie, idade, localizacdo geogréfica, dieta e sexo (Junqueira-de-Azevedo et al.,
2006).

O envenenamento por mordedura de serpentes da familia Viperidae provoca
hemorragia local e sistémica, hipotenséo, inflamacédo e oclusdo vascular trombotica
(Sanchez & Swenson, 2007). O veneno de serpentes do género Bothrops, que é o
alvo deste estudo, pode causar: dor, edema, inflamacédo, hemorragia local, necrose
tecidual, além de coagulopatias, hemorragia interna, choque cardiovascular e lesao
renal aguda (Herrera et al., 2013). Tais efeitos sdo causados pela acdo de enzimas
(serino-proteases, metaloproteinases e fosfolipases Ay). Além de enzimas existem
as proteinas ndo enzimaticas como desintegrinas e proteinas relacionadas a lectinas
tipo C (snaclecs: snake C-type lectins). Estas proteinas tém como principal alvo o
mecanismo hemostético e produzem tantas mudancas neste sistema que podem
provocar a faléncia do sistema circulatorio (Pahari et al., 2007; Kohlhoff et al., 2012).

Apesar da versatilidade funcional das proteinas do veneno de serpentes,
poucas familias proteicas sdo frequentes no veneno. Por outro lado, alta
variabilidade é observada nas sequéncias das proteinas de uma mesma familia. A
elevada diversidade € provavelmente gerada por altas taxas de substituicdo, o que
pode refletir em novas fung¢des no veneno (Moura-da-Silva et al., 2011).

Proteinas do veneno das serpentes da familia Viperidae como
metaloproteinases, desintegrinas, snaclecs e serino-proteases podem inibir ou ativar
varios fatores da coagulacao, incluindo fibrinogénio, protrombina, fator V, fator IX,
fator X e trombina (Escalante et al., 2011). Algumas proteinas como snaclecs,
desintegrinas e proteinas tipo desintegrinas também podem modular a funcgéo
plaquetéaria, atuando diretamente sobre as plaquetas ou indiretamente requerendo
proteinas do plasma como cofator e/ou receptores celulares (Ogawa et al., 2005; Du
et al., 2006).

Estudos com venenos vém contribuindo para um melhor entendimento de

diversos processos fisiolégicos, colaborando para o desenvolvimento de soros e
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novas estratégias terapéuticas para o tratamento do envenenamento (Fox &
Serrano, 2007). Além disso, os componentes do veneno sao modelos promissores
de agentes terapéuticos no tratamento e no diagnostico de varios tipos de doencas
gue salvam milhares de vidas anualmente (Casewell et al., 2009; Vaiyapuri et al.,
2011; Kohlhoff et al., 2012. Como por exemplo, podemos citar um dos mais
conhecidos medicamentos para o tratamento da hipertensao arterial, o captopril cujo
protétipo foi isolado do veneno de Bothrops jararaca (Ferreira et al.,1970). Outros
medicamentos disponiveis derivados de veneno de serpentes sdo: Eptifibatide e
Tirofiban, isolados do veneno da serpente norte americana sistrurus miliarius
barbouri e da serpente africana Echis pyramidum para o tratamento da sindrome
coronariana aguda; Fibrolase, isolado da serpente norte americana Agkistrodon
contortrix, e usado como agente trombolitico; Ancrod isolado da serpente do sudeste
asiatico Calloselasma rhodostoma para o tratamento de acidente vascular cerebral
(Fox & Serrano, 2007, Koh & Kini, 2012).

Neste estudo concentramos na geracdo de conhecimento sobre o veneno
produzido pela glandula da espécie Bothrops neuwiedi, uma espécie que possui
ampla distribuicdo no Brasil. A abordagem escolhida para o estudo foi a andlise do
transcritoma da glandula venenifera. Estudos de transcritoma permitem a descri¢éo
detalhada do contetdo de genes expressos mesmo na auséncia de dados sobre o
genoma da espécie (Durban et al., 2011) e auxiliam na exploracdo da diversidade

molecular.

1.3 As Metaloproteinases de Veneno de Serpentes

As metaloproteinases (do inglés, Snake Venom Metalloproteinases - SVMPS)
constituem mais de 30% do veneno das serpentes da familia Viperidae (Pidde-
Queiroz et al., 2013). Entre as serpentes do género Bothrops, as SVMPs sédo o
principal componente do veneno com mais de 50% de sua constituicdo (Souza et al.,
2013). Estas proteinas sdo responsaveis por induzir hemorragia na presa e produzir
alteracdes notaveis no sistema hemostéatico (Escalante et al.,2011; Leonardi et al.,
2014).

Metaloproteinases (EC 3.4.24.-) sdo enzimas que pertencem a familia das
metizincinas (M12), subfamilia M12B (MEROPS - Rawlings et al., 2014). Essas
proteinas possuem como principal caracteristica uma regido ligante de zinco

representada por uma sequéncia altamente conservada (HEXXHXXGXXH) seguida
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por uma regidao de loop contendo uma metionina denominada Met-turn que atua
como eixo para estabilizacdo das trés histidinas da regido do sitio catalitico (Sajevic
et al., 2011; Casewell, 2011; Moura da Silva et al., 2008).

As metaloproteinases de veneno de serpentes sdo sintetizadas como pré-pro-
enzimas cujos transcritos contém a sequéncia sinal, o pré-dominio, o dominio
metaloproteinase e os dominios ndo cataliticos, os quais variam dependendo da
subfamilia a qual a proteina pertence. Como proteinas secretadas, apos a sintese,
elas sdo direcionadas para o reticulo endoplasmatico onde sdo entdo exportadas
através da membrana com consequente perda do peptideo sinal. No reticulo
endoplasmatico rugoso, os polipeptidios sofrem a formagcdo de pontes dissulfeto,
remodelamento, glicosilagdo, processamento proteolitico e em alguns casos
montagem de estruturas multiméricas. Modificacbes pos-traducionais via clivagem
proteolitica parecem ser importante para as SVMPs como evidenciado pelos
numerosos produtos processados de precursores de SVMP encontrados no veneno
maduro (Fox & Serrano, 2008).

As SVMPs sao subdivididas em PI, Pll e Plll (Fox & Serrano, 2008; 2009)
(Figura 3) sendo que as SVMPs-PI possuem apenas o dominio metaloproteinase
(20 - 30 kDa) que conttm a sequéncia caracteristica do sitio catalitico
‘HEXXHXXGXXH”. As SVMPs-PI podem ou ndo provocar hemorragia (Agero et al.,
2007; Sanchez et al., 2010). As SVMPs-PIl possuem o dominio metaloproteinase e o
dominio desintegrina (30 kDa). Este contém o motivo RGD (arginina, glicina e acido
aspartico) ou KGD (lisina, glicina e acido aspartico) que se liga a receptores de
integrinas (GP llb/llla) na superficie de plaquetas inibindo a agregacao plaquetéaria
na etapa final da cascata de coagulacdo. Entretanto, a proteina pode sofrer
processamento pos-traducional proteolitico e liberar a desintegrina (Chen et al.,
2008). As SVMPs-PIIl apresentam o dominio metaloproteinase, o dominio tipo
desintegrina e o dominio rico em cisteina. O dominio tipo desintegrina possui outras
sequéncias conservadas em substituicdo a RGD, mas com funcdes semelhantes.
Como exemplo, podemos citar a sequéncia XCD com potencial de inibicdo de
colageno, indutor da agregacéao plaquetéaria. Por sua vez, o dominio rico em cisteina
desempenha papel importante no reconhecimento do alvo das SVMPs-PIIl (Mazzi et
al., 2007).
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Figura 3 - Classificagdo de metaloproteinases de veneno de serpentes. Modificado
de Fox e Serrano, 2008. P: corresponde ao peptideo sinal; Pro: corresponde ao
dominio pré-peptideo presente nos transcritos de metaloproteinase; Proteinase:
corresponde ao dominio catalitico das metaloproteinase também denominado
dominio reprolisina; S: corresponde a uma porcdo denominada peptideo spacer que
€ um espaco estrutural entre 0 dominio catalitico e os demais dominios presentes na
estrutura das SVMPs; Dis: corresponde ao dominio desintegrina nas SVMPs-PII;
Dis-Like: corresponde ao dominio tipo desintegrina nas SVMPs-PIIl; Cys-Rich:
corresponde ao dominio rico em cisteinas; Lec: corresponde as subunidades de

lectinas tipo C que pode interagir com o dominio rico em cisteinas das SVMPs-PIII.

Além de causar danos teciduais no local da picada, as SVMPs apresentam
efeitos sobre todo o sistema hemostatico. A inducdo de hemorragia € devido a sua
acao proteolitica sobre proteinas da membrana basal do endotélio vascular tais com
coldgeno tipo IV e laminina e sobre fatores da coagulagdo (Figura 4) (Fox &
Serrano, 2007; Mazzi et al., 2007; Chen et al., 2008).
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Figura 4 - A agdo das SVMPs sobre o sistema hemostéatico. Esquema resumido da

cascata de coagulacdo e do sistema fibrinogenolitico mostrando a acdo das SVMPs

sobre proteinas da membrana basal e sobre a interacdo de receptores integrina e

fibrinogénio.
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2 JUSTIFICATIVA

Neste estudo sequenciamos o transcritoma da glandula de veneno de quatro
individuos da espécie Bothrops neuwiedi, fémeas, adultas, com o intuito de
identificar transcritos que codificam proteinas do veneno.

Os quatro transcritomas da mesma espécie forneceu uma quantidade de
dados sobre as proteinas presentes no veneno que auxiliara os estudos da estrutura
e funcao deste veneno. Além disso, permitiu perceber a abundancia das proteinas
no transcritomas.

A espécie Bothrops neuwiedi foi escolhida devido a existéncia de subespécies
ainda ndo completamente definidas e por ser uma das espécies que tem maior
namero de entrega de individuos na FUNED.

Devido a importancia patofisiolégica no envenenamento e por seu potencial
uso com modelo para o desenvolvimento biotecnol6gico, as metaloproteinases de
veneno de serpentes tornaram-se o alvo principal deste estudo, para o qual
realizamos analises filogenéticas com o intuito de contribuir para um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares e evolutivos subjacentes a
biodiversidade dessas proteinas, e colaborar para o descobrimento de novos
compostos com potencial agao terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Descrever 0s genes transcritos na glandula venenifera de serpentes da
espécie Bothrops neuwiedi com o foco nos genes que codificam metaloproteinases
de veneno de serpentes bem como a histéria evolutiva das metaloproteinases de

veneno de serpentes da familia Viperidae.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar o perfil de genes transcritos na glandula de veneno dos quatro
individuos da espécie Bothrops neuwiedi com o uso da abordagem de
sequenciamento transcritbmico.

Determinar o conjunto das metaloproteinases de veneno de serpentes
(SVMPs) da familia Viperidae.

Reconstruir a relacdo filogenética de Metaloproteinases de Veneno de
Serpentes (SVMPs) para melhor entendimento das atividades fisiopatolégicas

desenvolvidas por estas enzimas.
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4 METODOS

O fluxo de trabalho realizado para a analise do transcritoma desde o preparo

das amostras e o0 uso das ferramentas de biologia computacional, pode ser

visualizado na Figura 5.
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Figura 5 - Fluxo de trabalho para a analise do transcritoma da glandula venenifera

de Bothrops neuwiedi. O procedimento consiste rapidamente na extracdo das

glandulas de veneno, isolamento do RNA total (1), deplecdo do RNA ribossomal e

preparo da amostra para o0 sequenciamento, seguido pelo sequenciamento na

plataforma lon Torrent (2), montagem dos transcritos, mapeamento e anotacdo do

transcritoma (3).
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4.1 Extracdes das glandulas de veneno de Bothrops neuwiedi

Quatro serpentes da espécie Bothrops neuwiedi fémeas, adultas provenientes
das cidades de Nova Lima, Brumadinho e Conselheiro Lafaiete foram fornecidas
pelo Serpentario da Fundacéao Ezequiel Dias (FUNED). O veneno das serpentes foi
retirado 3 a 4 dias antes de comecar o procedimento para a retirada da glandula. As
serpentes foram anestesiadas com gelo seco por aproximadamente 30 minutos. As
glandulas veneniferas foram retiradas com auxilio de bisturi e colocadas em
criotubos previamente identificados e imediatamente foram congelados em

nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até o uso.

4.2 Construcédo da biblioteca de cDNA

4.2.1 Isolamento do RNA total

Uma glandula de cada uma das quatro representantes da espécie foi processada
separadamente para obtencdo de um biblioteca de cDNA para cada uma. As
glandulas de veneno foram pulverizadas manualmente em presenga de nitrogénio
liquido com utilizacdo de gral e pistilo e o RNA total foi isolado de acordo com o
método do reagente de Trizol® (GibcoBRL). O Trizol foi adicionado na proporcéo de
1,0ml para cada 50,0mg - 120,0mg de tecido, seguido de incubagédo a 30°C por 5
minutos para uma completa dissociacdo do complexo nucleoproteinas. Apds a
incubacédo foi adicionado cloroférmio na proporcdo de 0,2ml para cada 1,0ml de
Trizol. Os tubos foram entédo agitados vigorosamente por 15 segundos e novamente
incubados por 5 minutos a 30°C. Em seguida as amostras foram centrifugadas a
3500rpm durante 15 minutos a 4°C em microcentrifuga, obtendo-se uma mistura que
se separou em uma fase inferior vermelha, uma fase fenol-cloroférmio e uma fase
superior aquosa nado colorida. O RNA, que permanece na fase aquosa, foi
transferido para um novo tubo e precipitado com isopropanol, na propor¢ao de 0,5ml
para cada 1,0ml de Trizol usado na homogeneizacdo inicial. Em seguida as
amostras foram incubadas durante 10 minutos a 30°C e centrifugadas a 11.600 X g
por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi lavado com 1,0ml de etanol 75% e
novamente centrifugado a 4600 X g durante 15 minutos a 4°C. Apds a ultima

centrifugacdo, o RNA foi colocado em um suporte com a tampa aberta, em
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temperatura ambiente por 15 minutos com intuito de permitir a evaporacao do etanol
residual. Logo depois, a ressuspensdo foi feita com &gua tratada com
dietilpirocarbonato (H,O-DEPC).

A leitura da concentracdo do RNA total foi feita a 260/280nm no
espectrofotometro GeneQuant (GE Healthcare Life Sciences). A qualidade do RNA
total foi verificada em gel agarose 0,8%, preparado em Tris-Borato-EDTA (TBE).
Aproximadamente 0,5mg da amostra foi solubilizado em H,O-DEPC e tampé&o de
amostra (10,0% de sacarose, 90,0% de formamida deionizada, 0,05% de azul de
bromofenol e 0,05% de xilenocianol) com adicdo de 2,0ml de brometo de etidio
0,1mg/ml. Apds aquecimento a 65°C por 3 minutos e resfriamento por 3 minutos em
gelo, esta amostra foi aplicada no gel de agarose em TBE, e a corrida foi realizada a
100 V/icm em tampédo TBE por aproximadamente 50 minutos e fotografado sob
iluminacdo UV. O RNA total da glandula de cada um dos exemplares foi conservado

separadamente a -80°C.

4.2.2 Deplecdo do RNA ribossomal

Os kits usados para deplecdo do RNA ribossomal, preparo da amostra e
sequenciamento préprios para o uso no sequenciador lon Torrent Personal Genome
Machine sdo da empresa Life Technologies (www.lifetechnologies.com).

A deplecao do RNA ribossomal foi feita através do kit “RiboMinus Eukariotic
for RNA-seq” que realiza uma deplecdo seletiva de RNA ribossomal e um
enriqguecimento de mRNA. Para tal foi utilizado aproximadamente 10,0ug de RNA
total, tampao de hibridizagcao e “RiboMinus probe” em um microtubo. A mistura foi
aguecida a 75°C por 5 minutos e resfriado por 30 minutos a 37°C. Em seguida
acrescentou-se a amostra a um preparado de esferas magnéticas “RiboMinus
Magnetic beads” que foi incubado a 37°C por 15 minutos com agitacdo gentil neste
periodo. Em um separador magnético as esferas formaram um complexo “RNAr-
probe”, onde o RNA livre de RNA ribossomal permanece no sobrenadante. O RNA

foi concentrado com glicogénio, acetato de s6dio 3M e etanol 100%.

4.2.3 Preparo do cDNA para o sequenciamento

O RNA livre de RNA ribossomal foi fragmentado usando RNAse Ill. Em

seguida foi purificado com o mdédulo de limpeza com esferas magnéticas. O RNA
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fragmentado foi misturado as esferas magnéticas ligante de acido nucléico, e apos
incubacdo o sobrenadante foi removido, ficando os fragmentos ligados as esferas.
As esferas foram entédo lavadas com solucao de lavagem e etanol, e o sobrenadante
foi novamente removido. Os fragmentos de RNA foram eluidos das esferas com uso
de agua livre de nucleases pré-aquecida a 37° C.

O Rendimento e a distribuicdo de tamanhos dos fragmentos do RNA foram
avaliados com a utilizacao da plataforma Bioanalyzer (Agilent Technologies).

O cDNA foi preparado de acordo com o kit “lon Total RNA-Seq” para sintese
do cDNA e preparo para uso no fluxo de trabalho de sequenciamento do
sequenciador lon Torrent (lifetechnologies). Aos fragmentos de RNA foram
adicionados solucdo de hibridizagdo e um mix de adaptadores. A reacdo de
hibridizacdo foi realizada em um termociclador com temperatura a 65°C por 10
minutos e 30°C por 5 minutos. No gelo, foi adicionado a reacdo o mix da enzima de
ligagédo. A reacgao foi incubada no termociclador a 30°C por 30 minutos. Em seguida
foi efetuada a reagado de transcrigdo reversa com o mix de enzima “SuperScript I
10X” em termociclador a 42°C por 30 minutos. O cDNA foi purificado usando
novamente o0 modulo de limpeza com esferas magnéticas. O cDNA foi eluido das
esferas com uso de agua livre de nucleases pré-aquecida a 37° C. O kit “lon
OneTouch 200 system kit” foi utilizado para amplificagcdo do cDNA através da PCR
em emulsao no sistema “lon One Touch”. A biblioteca foi enriquecida com utilizacao
do kit “One Touch ES” e preparada para deposi¢cao em chip para o sequenciamento

em larga escala.

4.3 Sequenciamento de cDNA

O kit “lon PGM 200 Sequencing” foi utilizado para o sequenciamento. Apos
enriguecimento do cDNA, a proxima etapa foi o anelamento do iniciador de
sequenciamento. Enquanto a amostra foi incubada para o anelamento, o chip 318,
onde ocorreu 0 sequenciamento, foi testado para garantir o seu correto
funcionamento antes da amostra ser acrescentada.

Apés o anelamento foi adicionado & amostra a polimerase “lon PGM
Sequencing 200 Polymerase”, e a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. A amostra foi entdo inserida no Chip 318 que contém 12 milhdes de pocos

para realizacdo de sequenciamento em larga escala gerando sequéncias de
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tamanho aproximado de 200 pb. Ao final quatro bibliotecas de cDNA foram

sequenciadas, cada uma de um representante da espécie estudada.

4.4 Analise do transcritoma de Bothrops neuwiedi

4.4.1 Analise de qualidade das sequéncias do transcritoma

A magnitude de dados obtida do sequenciamento em larga escala foi tratada
com ferramentas de bioinformética para montagem, mapeamento e anotacdo das
sequéncias. Apenas sequéncias com qualidade phred (Ewing et al.,1998) superior a
20 foram consideradas.

As andlises de qualidade foram realizadas por meio do software FASTQC
v0.10.1 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). O programa
PRINSEQ-LITE (prinseq.sourceforge.net/) foi utilizado para fazer a trimagem das
sequéncias cuja média de escore phred foi inferior a 20 (Ewing et al.,1998). Dois
arquivos foram gerados para cada biblioteca, um com sequéncias com escore

abaixo de phred 20 e outro com sequéncias com valor igual ou acima de phred 20.

4.4.2 Montagem do transcritoma de Bothrops neuwiedi

Os quatro arquivos com as sequéncias filtradas foram concatenados em um
anico arquivo para montagem dos transcritos. O programa utilizado para montagem
foi o Trinity (Grabherr et al., 2011), que € um programa para montagem de novo de
transcritos a partir de sequéncias de RNAseq. Um script escrito em Perl (escrito por
Adhemar Zerlotine Neto/CEBio-FIOCRUZ/Minas) foi utilizado para fazer as
estimativas da eficiéncia das montagens realizadas. As métricas avaliadas foram:
namero total de transcritos montados, tamanho dos transcritos, namero de
transcritos maiores do que 1kb, nimero de bases em todos os transcritos, tamanho
médio dos transcritos, porcentagem de transcritos maiores que 1kb e N50
(comprimento do contig pelo qual a soma dos maiores contigs do conjunto
ultrapassa 50% do comprimento da montagem). Para retirar a redundancia dos

transcritos o programa CAP3 (Huang & Madan, 1999) foi utilizado.
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4.4.3 Mapeamento e quantificacdo das sequéncias de RNAseq

A ferramenta utilizada para o mapeamento foi o Bowtie v2.1.0 (Langmead &
Salzberg, 2012), que alinhou as sequéncias ao longo do transcritoma de referéncia
criado pelo Trinity a partir do mesmo conjunto de dados. A partir do mapeamento de
cada biblioteca foi criada uma tabela para a quantificagdo de cada transcrito nos
quatro transcritomas. Esta tabela foi normalizada pelo valor de RPKM (reads per
kilobase per milion). Assim, por exemplo, para um transcrito hipotético, com um
tamanho de 900 bases com 40 sequéncias mapeadas de um total de 1.200.000

possiveis, 0 RPKM desse transcrito seguira a formula: (40+0,9)+1,2 = 37 RPKM.

4.4.4 Busca por similaridades em banco de dados e anotacdo do

transcritoma.

Os transcritos montados pelo Trinity foram utilizados em pesquisas por
similaridade nos bancos de dados publicos GenBank (Benson et al., 2013) e UniProt
(The UniProt Consortium, 2013). Um banco de dados local em MySQL
(www.mysgl.com) foi criado para armazenar os identificadores dos transcritos e a
anotacao encontrada nas pesquisas que foram feitas por meio da ferramenta BLAST
(Altschul et al., 1990) As sequéncias dos transcritos de interesse foram comparadas
no banco de dados Pfam (Finn et al.,, 2014) para melhor anotacdo dos seus

dominios proteicos funcionais.

4.5 Reconstrucéo filogenética de SVMPs

O fluxo de trabalho realizado, incluindo bancos de dados e ferramentas
utilizados desde a selecdo de potenciais homologos a reconstrucao filogenética e
anotacao das arvores evolutivas de SVMPs, pode ser visualizado na Figura 6.
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Figura 6 - Fluxo de trabalho para a reconstrucéo da histéria evolutiva de SVMPs. Os
principais passos sao: selecdo dos potenciais homélogos de SVMPs de serpentes
da familia Viperidae, alinhamento e edicdo manual das sequéncias de aminoacidos,

teste do modelo evolutivo e reconstrucéo filogenética.

4.5.1 Selecao de potenciais homélogos

As filogenias de SVMPs reconstruidas neste estudo compreendem as
relacdes evolutivas de sequéncias de aminoacidos de metaloproteinases codificadas
pelo genoma nuclear de serpentes da familia Viperidae. Tais enzimas pertencem a
subfamilia M12B conforme descrito no banco de dados MEROPS (Rawlings et al.,
2014). As sequéncias de aminoacidos de SVMPs foram identificadas através de
buscas combinadas no UniProt, um banco de dados de proteinas (The UniProt
Consortium, 2013). Estas buscas foram feitas usando o identificador taxonémico da
familia Viperidae (8689) no NCBI Taxonomy (www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) e o
identificador do dominio catalitico de metaloproteinases (PF01421) no Pfam (Finn et
al., 2014). Para recuperar os potenciais homologos de cada subfamilia (PI, PIl e PlII)

separadamente, foram realizadas buscas combinadas utilizando os identificadores
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dos demais dominios proteicos encontrados nessas proteinas como descrito no

Quadro 1.
Quadro 1 - Estratégia de busca de potenciais homdélogos de SVMPs de Viperidae no
UniProt.
1A
Dominio 1 Dominio 2 Dominio 3
SVMP P-| PF01421
SVMP P-lI PF01421 PF00200
SVMP P-llI PF01421 PF00200 PF08516
1B
Buscas no UniProt
SVMP P-| (PF01421 NOT (PF00200 AND PF08516)) AND taxonomy: 8689
SVMP P-II (PF01421 AND PF00200 NOT PF08516 ) AND taxonomy: 8689
SVMP P-llI (PF01421 AND PF00200 AND PF08516 ) AND taxonomy: 8689

Quadro 1 - Busca por potenciais homdélogos considerando as distintas arquiteturas
proteicas dos membros das subfamilias de SVMPs (P-I, P-Il e P-IIl). 1A: Os numeros
de acesso correspondem a dominios proteicos descritos ho Pfam. Além do dominio
catalitico (PF01421), outros dominios podem estar presentes nas SVMPs. 1B:
Comandos usados na busca avancada para recuperacdo de cada subfamilia

separadamente.

4.5.2 Alinhamento de sequéncias proteicas

Sequéncias de aminoacidos dos potenciais homoélogos das subfamilias de
SVMPs de Viperidae, recuperadas do UniProt (The UniProt Consortium, 2013),
foram processadas para a construcao de alinhamentos. A ferramenta InterProScan
(Hunter et al., 2009) foi utilizada para obtencdo das coordenadas (inicio e fim) do
dominio catalitico (PF01421) no conjunto de sequéncias selecionadas.
Posteriormente, um script em Perl, foi utilizado para extrair a sequéncia
correspondente ao dominio catalitico a partir da sequéncia proteica completa. Por
fim, as sequéncias do dominio catalitico (PF01421) foram separadas em duas bases

de dados, a saber: i) sequéncias das trés subfamilias de SVMPs (PI, PIl e PIlI) e ii)
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sequéncias da subfamilia SVMP-PI. Os arquivos de sequéncias em formato FASTA
foram entdo filtrados utilizando a opcao trim do programa T-Coffee (verséo
10.00.r1613) para remocdo de sequéncias muito semelhantes (% méaxima de
identidade = 96) e muito divergentes (% acuracia média = 30) (Notredame et al.,
2000). Os arquivos foram ainda sujeitos a inspecéao visual em que sequéncias muito
curtas ou ricas em “XXX” foram removidas. Ambos arquivos filtrados contendo
sequéncias de aminoacidos do dominio catalitico (PF01421) foram alinhados,
separadamente, utilizando o programa MAFFT (versao 7) com refinamento iterativo
pela estratégia G-INS-i (Katoh & Toh, 2008). Os demais parametros foram mantidos
no formato padrdo. Os alinhamentos mdltiplos foram visualizados e manualmente

editados utilizando-se o programa Jalview (Waterhouse et al., 2009).

4 5.3 Teste de modelos evolutivos

A partir dos alinhamentos de sequéncias, utilizou-se o programa ProtTest
(Abascal et al., 2005) para selecionar, entre as matrizes de substituicdo candidatas,
qual o modelo evolutivo que melhor se adequava aos dados para a subsequente
reconstrucao das filogenias. A utilizagdo de modelos evolutivos na reconstrugéo de
arvores filogenéticas permite incorporar suposi¢cdes sobre o processo evolutivo que
originou os dados observados produzindo filogenias mais realistas (Lid0 & Goldman,
1998; Posada & Buckley, 2004; Kelchner & Thomas, 2007). Os modelos avaliados
foram WAG, LG, mtREV, Dayhoff, DCMut, JTT, VT, Blosum62, CpREV, RtREV,
MtMam, MtArt, HIVb e HIVw. Para avaliar qual modelo evolutivo melhor se ajustou
aos dados, utilizamos o critério de informacgao de Akaike (AIC) (Akaike, 1973). Este
critério é derivado dos valores de maxima verossimilhanga estimados, penalizando o
ndmero de pardmetros analisados. Assim calcula-se a qualidade relativa de um
modelo de substituicdo para um conjunto de dados estabelecido. O modelo ideal é o

gue apresenta menor valor de AIC.

4.5.4 Reconstrucao filogenética

Com o intuito de estabelecer as relagbes evolutivas entre membros de
diferentes subfamilias de SVMPs de Viperidae, realizamos analises usando dois
distintos alinhamentos de sequéncias do dominio catalitico (PF01421) dessas

proteinas contendo: i) sequéncias das trés subfamilias de SVMPs (PI, PIl e PIlI) e ii)
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sequéncias da subfamilia SVMP-PI. Separadamente, ambos arquivos foram
submetidos a reconstrucéo filogenética utilizando o método probabilistico de maxima
verossimilhanca (do inglés, Maximum Likelihood - ML) como implementado no
PhyML (Felsenstein, 1981; Guindon & Gascuel, 2003). Valores de apoio para as
diferentes particdes das arvores filogenéticas foram calculados pelo teste aLRT (do
inglés, approximate likelihood ratio test) (Anisimova & Gascuel, 2006). Esta
abordagem avalia cada ramo da arvore calculando se o mesmo possui ganho de
verossimilhanca significativo em comparacdo com a hipotese nula que determina o
colapso deste ramo na arvore filogenética (Anisimova & Gascuel, 2006). As arvores
filogenéticas obtidas foram visualizadas e editadas em formato gréafico utilizando o
programa FigTree (versdo 1.4.0) (Rambaut, 2012). Em seguida, realizou-se a
anotacdo da arvore filogenética adicionando informacgdes estruturais e bioquimicas

das SVMPs, tais como a presenca ou auséncia de atividade hemorragica.
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5 RESULTADOS

5.1

neuwiedi

Andlises do transcritoma da glandula venenifera de Bothrops

5.1.1 Andlise da qualidade dos experimentos

Quatro glandulas de serpentes da espécie Bothrops neuwiedi foram usadas

para a extracao do RNA total empregado na construcao das bibliotecas. A qualidade

do RNA foi avaliada pela plataforma Bioanalyzer e os valores de RIN (numero de

integridade do RNA) demonstram que a integridade das quatro amostras de RNA

eram adequadas para a construcao de bibliotecas de cDNA e sequenciamento em

larga escala (Figura 7).

1

2 F R

«— 285

o 1B

Figura 7 - RNA total de glandula de veneno de B. neuwiedi. 1 — Brumadinho (RIN=

6,6); 2 e 3 — Nova Lima (RIN= 5,8 e 7,2, respectivamente); 4 — Conselheiro Lafaiete

(RIN=7,1); L — Marcador de massa molecular.
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A qualidade dos dados do sequenciamento foi checada pela ferramenta
FastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/) (Figura 8).

12 3 4 s 6 71 8

Figura 8 - Resultado da andlise dos dados de sequenciamento realizada pelo
programa FastQC. A maioria das bases apresenta um valor de phred acima de 20.
Na linha vertical estdo os valores de escores phred e na horizontal, a extensdo em

nucleotideos das sequéncias.

Na Figura 8, os gréaficos representam: na por¢cdo rosa o0s valores de
qualidade abaixo de phred 20, na porcéo laranja, os valores de qualidade entre 20 e
28 e na porcédo verde os valores de Phred acima de 28 em relacdo a posicdo das
bases nas reads. A maioria das bases apresenta um valor de phred acima de 20 e
muitas ainda estdo acima do valor de phred 30 o que significa uma boa qualidade
dos dados, pois o valor de phred 20 indica que a probabilidade da base néao estar

correta € de 1 em 100, e phred 30 indica que esta probabilidade é de 1 em 1000.
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Figura 9 - Média da qualidade das sequéncias originais. As setas indicam os valores
de phred 20, a trimagem foi feita por este valor. Na linha vertical estd o nimero de
sequéncias da biblioteca e na horizontal, a medida da qualidade das sequencias
dada pelo score phred. 1 — procedente de Brumadinho, 2 e 3 — procedentes de Nova

Lima, 4 — procedente de Conselheiro Lafaiete.

Ao todo foram geradas 10,4 milhdes de reads. Aproximadamente 350.000
reads de cada biblioteca tiveram qualidade média de phred igual a 30 (Figura 9).
Para filtrar as sequéncias com baixa qualidade, uma trimagem foi feita pelo valor de
phred abaixo de 20. Com os arquivos filtrados pelo valor de Phred 20, as quatro
bibliotecas foram agrupadas para a montagem do transcritoma de referéncia pelo
programa Trinity (Tabela 1).
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Tabela 1 - Calculo estatistico da montagem dos contigs realizada pelo programa
Trinity. 'Biblioteca de cDNA de glandulas de Bothrops neuwiedi, 1 — Brumadinho, 2 e
3 — Nova Lima, 4 — Conselheiro Lafaiete,. °Nimero de reads geradas em milhdes.
3Numero de transcritos formados com a montagem pelo programa Trinity. “O N50 é
o valor do comprimento do contig a partir do qual, somando o comprimento dele e de
todos os contigs maiores do que ele, o conjunto ultrapassa 50% do comprimento da
montagem. °Indica o tamanho médio dos transcritos medido pelo nimero de bases
em cada um. °Expressa o nimero de transcritos com tamanho maior do que 1

kilobase. "Numero total de bases nos transcritos maiores do que 1 kilobase.

) Numero ) Total de
o Numero i Tamanho  Numero de
Biblioteca dereads Numero de 4 o ) bases nos
1 de i 5 NS5O medio dos  transcritos _
5 apos transcritos s 6 transcritos
reads ) transcritos > 1kb ;
trimagem >1kb
1 3,0 2,9 1000 356 274 26 36.153
2 25 1,9 6.545 316 269 72 102.287
3 2,7 2,6 2.054 322 264 37 57.775
4 2,2 2,1 4.340 311 271 44 64.223
Total 10,4 9,5 13.959 - - - 260.438
Referéncia 10,4 9,5 14.339 331 275 275 383.036

5.1.2 Transcritos identificados no veneno de Bothrops neuwiedi

A soma de todos os transcritos gerados pelo Trinity a partir das quatro
bibliotecas foi de 14.339, dos quais foram encontrados muitos transcritos
alternativos. Apds a montagem dos transcritos com o programa Trinity, 0 programa
CAP3 foi utilizado para retirar a redundancia da montagem. (Tabela 2).

Os transcritos que codificam proteinas do veneno de serpentes foram
identificados nas bibliotecas de cDNA da glandula de veneno de Bothrops neuwiedi
através de alinhamento local e busca por similaridade a partir do algoritmo BLAST
(Altschul, 1990). Baseado no mapeamento das bibliotecas no transcritoma referéncia
montado, foi possivel estimar a abundancia da expressao de proteinas na glandula
de veneno tendo em vista a média e mediana dos transcritos expressos em cada

biblioteca.
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Tabela 2 - Quantidade de transcritos montados em cada biblioteca. A Tabela
apresenta ainda a soma de todos os transcritos e a quantidade de transcritos

montados no transcritoma referéncia.

Biblioteca Trinity CAP3
1 1000 951
2 6545 6410
3 2054 2006
4 4340 4176
Soma 13939 13543
Referéncia 14339 13968

Os principais transcritos identificados neste transcritoma estdo apresentados
na Tabela 3: trinta e cinco transcritos codificam fosfolipases A2 (PLA2) e o nivel de
expressao € bastante alto para alguns deles, se comparado a média de expressao
de transcritos na biblioteca; trinta e dois transcritos codificam proteinas do veneno
de serpente semelhante a lectina tipo C (Snaclecs); dezoito transcritos identificados
no transcritoma desta espécie codificam inibidores de fosfolipases A2; vinte e cinco
transcritos codificam serino-proteinases de veneno de serpentes; vinte e cinco
transcritos que codificam proteinas com motivo trés dedos (three finger) foram
identificadas na montagem do transcritoma; trés transcritos que codificam L-
aminoécido oxidases (LAAO) foram identificados no transcritoma desta espécie, com
um nivel de producdo bastante expressivo. Transcritos que codificam peptideos
natriuréticos potencializadores de bradicinina também foram identificados nesta

montagem; (Tabela 3, Anexo 1).
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Tabela 3 - Principais transcritos do veneno de Bothrops neuwiedi identificados.

Principais

transcritos do

NUmero de

transcritos

veneno diferentes Bibliotecal Biblioteca2 Biblioteca 3 Biblioteca 4
encontrados encontrados RPKM
Fosfolipases A2 35 886,01 5.102,63 2.236,94 2.823,43
Snaclecs 32 816,11 6.714,73 7.434,37 4.638,96
Serino-
proteinase 25 337,60 1.218,88 2.123,28 2.166,08
L-amino-acido
oxidase 3 132,87 928,74 1.207,65 1.043,57
Proteinas Three
finger 25 395,22 852,99 308,87 616,10
Inibidores de
fosfolipases A2 18 121,01 476,91 219,15 432,87

As metaloproteinase s@o proteinas multidominios e de acordo com a

literatura, ha uma variacdo no nivel de sequéncia destas enzimas entre individuos

da mesma espécie dependendo da regido de origem e da alimentacdo. Por este

motivo ndo foi possivel identificar SVMPs-PIIl (que possuem os trés dominios)

através da montagem de novo de transcritos no transcritoma de referéncia (4

bibliotecas), uma vez que a montagem depende da sobreposicdo de sequéncias,

portanto a Tabela 4 apresenta o0 mapeamento de cada um dos dominios presente

nas SVMPs do transcritoma desta espécie.

42



Tabela 4 - Principais transcritos dos dominios encontrados em SVMPs no veneno de

Bothrops neuwiedi.

Principais transcritos Numero de o o o o
. _ Biblioteca Biblioteca Biblioteca Biblioteca
dos dominios transcritos
1 2 3 4
encontrados em diferentes
SVMPs encontrados RPKM
Dominio catalitico 19 1.333,48 4.348,28 9.165,48 3.544,24
Dominio catalitico +
) ) 4 591,77 2.150,19 3.906,02 1.732,36
Desintegrina
Dominio desintegrina 3 173,26 675,46 1.310,14 608,24
Dominio desintegrina +
Dominio rico em 3 835,33 4.858,88 3.785,99 1.903,71
cisteina
Dominio rico em
3 204,26 563,07 833,07 411,54

cisteina

A maioria dos transcritos que codificam os dominios de SVMPs possuem uma
abundancia de expressdo maior que a média e a mediana. Entre eles, 19 transcritos
codificam o dominio catalitico de metaloproteinase (PF01421). Trés transcritos
codificam o dominio desintegrina (PF00200) presente em SVMP-PIl e SVMP-PIII.
Trés transcritos codificam o dominio rico em cisteina (PFO08516) que esta presente
em SVMP-PIIl. Quatro transcritos com um nivel de expressao bastante significativo
codificam dois dominios proteicos presentes em SVMPs (PF01421 e PF00200). Trés
transcritos, um dos quais demonstra uma producdo expressiva, codificam o dominio
desintegrina (PF00200) juntamente com o dominio rico em cisteina (PF08516) de
SVMPs.

Para identificar melhor os transcritos que codificam metaloproteinases de
veneno de serpente, cada biblioteca foi analisada separadamente. Para a bibliotecal
(proveniente da cidade de Brumadinho) foram identificados 9 transcritos que
codificam apenas o dominio PF01421 portanto indica que s&o transcritos que
codificam SVMP-PI, 4 transcritos codificam o dominio catalitico (PF01421) e o
dominio desintegrina (PF00200) indicando serem transcritos que codificam SVMPs-
Pll e 4 transcritos codificam os 3 dominios presentes em SVMPs mostrando que séo

transcritos que codificam SVMPs-PIII (Tabela 5).
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Tabela 5 - Subfamilias de SVMPs encontradas em cada Biblioteca separadamente.

o _ SVMPS
Bibliotecas/Procedéncia
Pl Pll Pl
1 — Brumadinho 9 4 4
2 — Nova Lima 3 2 4
3 — Nova Lima 5 3 1
4 — Conselheiro Lafaiete 7 4 0

Na biblioteca 2 (proveniente da cidade de Nova Lima) o numero de transcritos
identificados foi menor do que na Biblioteca 1, sendo 2 transcritos que codificam o
dominio metaloproteinase (PF01421) indicando serem SVMP-PI, 2 transcritos que
codificam os dois dominios presentes em SVMP-PII e 4 transcritos codificam SVMP-
Plll, além de alguns transcritos também apresentarem o dominio pro-peptideo de
metaloproteinase (PF01562) . Na biblioteca 3 (Proveniente da cidade de Nova Lima)
foram identificados 5 transcritos que codificam o dominio metaloproteinase
(PF01421), 3 transcritos que codificam os dominios metaloproteinase e desintegrina
e 1 transcrito que codifica os trés dominio presentes em SVMP-PIII. E na biblioteca 4
(proveniente da cidade de Conselheiro Lafaiete) foram detectados 7 transcritos que
codificam o dominio metaloproteinase (PF01421) e 4 transcritos que codificam os
dominios que estdo presente em SVMP-PII porém néao foi detectado transcritos que
codificassem os trés dominios presente em SVMP-PIIl embora dois transcritos que
codificam o dominio rico em cisteina (PF08516) tenham sido identificados (Tabela 5,
Anexo 2).

As tabelas com dados especificos dos principais transcritos identificados
neste transcritoma estdo descritas no Anexo 1. E as tabelas com os dados da
montagem dos transcritos de SVMP de cada biblioteca estdo descritas no Anexo 2.

A Figura 10 representa a média de expressdo dos principais transcritos
identificados no veneno. Os transcritos que codificam metaloproteinase sdo os mais
expressos no transcritoma da glandula de veneno de Bothrops neuwiedi. Transcritos
que codificam fator de crescimento nervoso (NGF), hialuronidase e inibidor de

SVMPs também foram identificados neste transcritoma, porém com um nivel de
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expressdo menor comparado com 0s outros transcritos que codificam proteinas do

veneno.

7000 A

6000 -

5000 A

4000 A

3000 A

2000 A

1000 -

média de expressdo das 4 bibliotecas

Principais transcritos identificados

Figura 10 - Grafico da média de expresséo dos principais transcritos que codificam
proteinas do veneno. SVMP, metaloproteinase de veneno de serpente; Snaclecs,
proteinas do veneno de serpentes semelhantes a Lectina tipo C; PLA2 fosfolipase
A2; ANP, peptideo natriurético atrial; SVSP, serinoproteinase de veneno de
serpente; LAAO, L-aminoacido oxidase; three finger, proteinas trés dedos; IPLAZ2,
inibidor de fosfolipases A2; NGF fator de crescimento nervoso; Hial, Hialuronidase;

ISVMP, inibidor de metaloproteinase de veneno de serpente.

5.2 Reconstrucdo da histéria evolutiva de SVMPs

5.2.1 ldentificacdo de SVMPs de Viperidae

Um total de 435 sequéncias de SVMPs de 17 diferentes géneros de Viperidae
foram recuperadas do banco de dados UniProt (The UniProt Consortium, 2013)
usando a estratégia de busca indicada no Quadro 1. Diferentes conjuntos de dados
foram obtidos para as subfamilias SVMPs-PI (63 proteinas), SVMPs-PIl (164
proteinas) e SVMPs-PIIl (208 proteinas), conforme ilustrado na Figura 11. Os

géneros Crotalus e Echis tém o maior nimero de SVMPs depositadas no UniProt
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atualmente com 73 e 233 sequéncias, respectivamente. Um total de 28 sequéncias

de SVMPs de Bothrops, foco deste trabalho, foram identificadas no UniProt.

140
120
100
a0
&0 m Total de proteinas PIlI
40

m Total de proteinas Pl
20

m Total de proteinas PI

Figura 11 - Distribuicdo de SVMPs de Viperidae no UniProt. A, Distribuicdo de
sequéncias de aminoacidos de SVMPs de diferentes géneros de Viperidae
depositadas no UniProt (acessado em 14/06/2013). B, As proteinas identificadas em

cada subfamilia (PI, PII e Plll) estdo indicadas em cor.

5.2.2 Andlise das relacdes evolutivas de SVMPs

Para inferir as relagdes evolutivas entre as metaloproteinases do veneno de
serpentes da familia Viperidae, uma arvore filogenética compreendendo o0s
potenciais homologos das trés subfamilias de SVMPs (PI, Pll e PIIl) foi reconstruida
utilizando o método de maxima verossimilhanca (Felsenstein, 1981; Guindon &
Gascuel, 2003). Essa filogenia foi baseada no arquivo de sequéncias de
aminoacidos filtrado pelo T-Coffee (Notredame et al., 2000) e alinhado pelo MAFFT
(Katoh & Toh, 2008). O alinhamento final possui um total de 266 sequéncias do
dominio catalitico (PF01421) de SVMP-I (45 sequéncias), SVMP-II (69 sequéncias) e
SVMP-III (162 sequéncias). O teste de modelos evolutivos realizado pelo ProtTest
(Abascal et al., 2005) apontou JTT (Jones et al., 1992) como o modelo que melhor

se adequou aos dados. Os resultados mostram que os membros das subfamilias
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SVMPs-PIl, SVMPs-Pll e SVMPs-PIII estdo distribuidos em diferentes clados, muitas
vezes apoiados por alto valor de aLRT (Anisimova & Gascuel, 2006), aLRT é o teste
da razdo de verossimilhanca aproximada do ramo que avalia cada ramo da arvore
calculando se o mesmo possui ganho de verossimilhanca significativo em
comparacao com a hipotese nula que determina o colapso deste ramo na arvore
filogenética. A filogenia resultante apoia a hipotese de que ndo ha uma origem
monofilética para cada subfamilia de SVMP de Viperidae (Figura 12).

Além da filogenia reconstruida com proteinas das trés subfamilias de SVMPs,
uma segunda arvore foi reconstruida contendo somente membros da subfamilia
SVMP-PI (Figura 13). Esta analise foi realizada com o arquivo de sequéncias de
aminoacidos filtrado pelo T-Coffee (Notredame et al., 2000) e alinhado pelo MAFFT
(Katoh & Toh, 2008). O alinhamento final possui um total de 36 sequéncias do
dominio catalitico (PF01421) de SVMP-I de 22 espécies de Viperidae (Anexo 3).
Dos 202 sitios do alinhamento, 179 sdo polimérficos. O modelo evolutivo que melhor
se adequou aos dados, segundo o ProtTest (Abascal et al., 2005), foi 0 WAG
(Whelan & Goldman, 2001). A anotacdo desta arvore foi feita baseada nas
informacdes de estrutura e funcéo proteicas disponiveis no banco de dados UniProt
(The UniProt Consortium, 2013). As proteinas para as quais existem informacdes

estruturais e outros dados experimentais estédo indicadas na arvore.
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Figura 12 - Relac¢des evolutivas das trés subfamilias de SVMPs de Viperidae.
Andlise de maxima verossimilhanca de 266 sequéncias de aminoacidos (205 sitios)
do dominio catalitico (PF01421) de SVMPs de diferentes espécies de Viperidae.
Proteinas das subfamilias SVMP-I (verde), SVMP-II (vermelho) e SVMP-III (azul)
estdo indicadas. JTT foi o modelo evolutivo que melhor se adequou aos dados.
Valores de apoio para os nés da arvore foram estimados utilizando Akaike Likelihood
Ratio test (aLRT). Altos valores de apoio estdo destacados por circulos vermelhos.
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POCB14 _Calloselasma_rhodostoma_Pl @
QAPTS0 Atractaspis_engaddensis Pl

- PB0244_Deinagkistredon_acutus Pl -5&}5*

QIPW36 Deinagkistrodon_acutus P14
Q91AY2_Deinagkistrodon_acutus_PI
E9NW28_Protobothrops_mucrosquamatus_PI
P20165_Protobothrops_flavoviridis Pl&i @
A2TK72 Deinagkistrodon_acutus_PI

- P85420_Bothrops_atrox_PI#

Q8QGA9_Bothropoides_insularis_PI
Q92032_Agkistrodon_contortrix_laticinctus Pl @
D2Y164_Deinagkistrodon_acutus_ Pl
Q9PW35_Deinaghistrodon_acutus_PI 43¢
Q9lAY4 Deinagkistrodon_acutus Pl
Q92031_Agkistrodon_contortrix_laticinctus Pl @
B7U492_Agkistrodon_piscivorus_leucostoma_PI@

- P83255_Macrovipera_lebetina_PI@

Q32ZD74 Macrovipera lebetina P3¢
E8JGD4_Echis_coloratus_Pl
E9KJX4_Echis_ocellatus Pl
0919R4_Bothropoides_pauloensis_PI@
290391 _Crotalus_atrox Pl
P34179_Crotalus_adamanteus_P| 4@

- P15167_Crotalus_atrox_Pl&: 3¢
- Q1 Z279_Crotalus_durissus_durissus_Pl
- P20897_Crotalus_ruber_ruber PI3§

Q8JJ50 Crotalus_molossus_molossus_Pl
Q8JJ51_Crotalus_molossus_molossus Pl

- Q8JJ52_Crotalus_molossus_molossus_Pl

P22796 Lachesis muta muta PI@
Q7T1T4_Bothrops_jararacussu_Pl
P85314_Bothrops_moojeni Pl @

- P84%07_Bothrops_leucurus_PI®

E3UJL3_Bothrops_neuwiedi_PI
E3UJL4_Bothrops_neuwiedi_Pl
P83512_Bothrops_asper Pl & 3

0.07

Figura 13 - Relacdes evolutivas da subfamilia SVMP-PI de Viperidae. Analise de

maxima verossimilhanca de 36 sequéncias de aminoacidos (202 sitios) do dominio
catalitico (PF01421) de SVMPs de diferentes espécies de Viperidae. WAG foi o

modelo evolutivo que melhor se adequou aos dados. Valores de apoio para 0s nés

da &rvore foram estimados utilizando Akaike Likelihood Ratio test (aLRT).
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A reconstrucdo dessa filogenia teve como objetivo explorar as relacbes
evolutivas de potentes agentes fibrinoliticos com potencial aplicacdo em biomedicina
e biotecnologia. A filogenia resultante mostra que, os homélogos de SVMP-PI ndo
formam clados baseados em sua atividade hemorragica, taxonomia ou distribuicéo
geografica dos organismos de origem (Figura 13). A reconstrucéo filogenética ainda
aponta que, ao contrario do esperado, a habilidade de induzir ou ndo hemorragia
nao possui uma origem monofilética, visto que as proteinas hemorragicas estdo em
clados diferentes na filogenia. Além disso, ao analisar o alinhamento nao foi possivel
observar, por inspecdo Vvisual, assinaturas moleculares nas sequencias,
relacionadas a atividade hemorragica de SVMPs (Anexo 03).
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6 DISCUSSAO

O mapeamento mostrou que algumas proteinas como fosfolipases A2,
metaloproteinases e proteinas semelhantes a lectinas tipo C, estdo presentes no
transcritoma desta espécie em um nivel de expressao bastante alto em relacdo a
média de expressdo de transcritos na glandula de veneno. Outros peptideos e
enzimas também estdo presentes em um grau de produgcdo menos expressiva como
pode ser observado na Figura 10. Este alto nivel de expressdo de algumas
proteinas esta relacionado as propriedades fisiologicas do veneno, que precisa
dispor de funcédo digestiva e defensiva. As PLA2, por exemplo, sdo enzimas
esteroliticas secretadas na glandula de veneno que desempenham diversas funcées
na presa, entre elas, neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade (Doley et al.,
2009), as proteinas similares a lectina tipo C do veneno que também estdo
altamente expressas em comparacdo com a média de expressdo dos transcritos
deste veneno, tem como principal funcdo o desequilibrio da hemostasia na presa,
ativando ou desativando os componentes do plasma e células sanguineas (Du &
Clemetson, 2009). Contudo, a média de expressdo de metaloproteinases € bem
maior do que as demais proteinas do veneno sendo a principal responsavel pelos
sinais e sintomas observados na vitima pelo envenenamento por serpentes do
género Bothrops (principalmente necrose tecidual no local da mordida, hemorragia
local e sistémica).

A enorme variedade de isoformas de transcritos que codificam os trés
dominios de metaloproteinases encontrados nos dados deste transcritoma, €
compativel com os resultados descritos por Moura da Silva e colaboradores (2011),
que sugere a existéncia de splicing alternativo e recombinacao de dominios pdés-
transcricional. Foram detectados transcritos que codificam o dominio catalitico
(PF01421), transcritos que codificam os dois primeiros dominios (PF01421 e
PF00200) e transcritos que codificam os trés dominios (PF01421, PF00200 e
PF08516), mas também foram encontrados transcritos que codificam somente o
dominio desintegrina (PF00200) ou apenas o dominio rico em cisteina (PF08516). O
qgue indica a presenca de splicing alternativo e que a formagao das SVMPs-PII e
SVMPs-PIII pode se dar através de recombinacdo dos transcritos que codificam os
dominios presente nestas proteinas.

Além de mapear e montar o transcritoma da espécie Bothrops neuwiedi,

nossa intencdo era estudar especificamente as metaloproteinase e fornecer
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informacgdes relevantes associadas aos transcritos que as codificam. Com este
proposito, o estudo também abrangeu a identificacdo de SVMPs homodlogas de
Viperidae em banco de dados de proteinas e a investigacdo de suas relacdes
evolutivas. O numero de sequéncias de SVMPs identificadas do banco de dados do
UniProt foi bastante variado (63 para SVMP-PI, 164 para SVMP-PIl e 208 para
SVMP-PIII). Esta quantidade expressa tdao somente o interesse das iniciativas de
pesquisa em certo género, como € observado no numero de sequéncias
recuperadas para o género Echis (233 sequéncias).

Neste estudo, o interesse nas relacdes evolutivas de SVMPs era devido a sua
importancia funcional junto ao sistema hemostatico, pois algumas delas néo
desencadeiam hemorragia, mas sao fibrino(geno)liticas, o que as tornam um
potencial candidato para o desenvolvimento de modelos de biofarmacos para o
tratamento de doencas tromboticas. Assim nossa intencdo foi verificar através do
estudo das relacbes filogenéticas se era possivel distinguir aquelas que séo
hemorragia daquelas que ndo produzem hemorragia.

Segundo Gutiérrez e colaboradores (2009), a presenca de SVMPs no veneno
de serpentes das familias Viperidae, Colubridae, Elapidae e Atractaspidae, sugere
que um gene tipo ADAM (A desintegrin and a metaloproteinase) ancestral,
codificador de uma metaloproteinase multidominio (presente antes da radiacdo das
serpentes mais recentes da superfamilia Colubroidea) tenha sido recrutado para a
glandula de veneno primitiva e assim a estrutura SVMP-PIIl perdeu o dominio
transmembrana adicional presente nas ADAMs e ausente nas SVMPs.

A constatacao da auséncia de uma origem monofilética para cada subfamilia
observada na arvore reconstruida para SVMPs PI, PIl e PIllIl (Figura 12) é
consistente com os estudos prévios que demonstraram que a recombinacao génica,
embaralhamento de éxon, trans-splicing e modificagcbes pdés-traducionais podem
estar envolvidos na geracdo da diversidade de toxinas. Sendo assim podemos
verificar que:

- O recrutamento de genes para glandulas capazes de secretar o veneno
resultou no surgimento de novas fungdes (Soto et al., 2007).

- A duplicacdo génica seguida pela selecdo positiva de mutacdes nao
sinbnimas acumuladas no genoma sob forte selecdo adaptativa levou ao
aparecimento de diferentes sequéncias; e o alto nivel de variagdo permite uma
vantagem adaptativa para diferentes ambientes e presas (Moura da Silva et al.,

2011).
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- As modificagcdes pos-traducionais como os episodios de alteracdo dos
dominios e perda de dominios leva a frequentes mudancas na estrutura molecular
das SVMPs (Casewell et al., 2011).

A narrativa da evolucdo de SVMPs € que o recrutamento de uma proteina
predecessora (ADAM) para um tecido especializado em excrecao (glandula de
veneno), seguido pela duplicacdo génica, perda de dominios e recombinacdo de
dominios no contexto de evolucdo acelerada (Moura-da-Silva et al., 2011)
permitiram a diversificacdo e aumentaram as probabilidades de manutencédo da
espécie e assim uma origem monofilética ndo foi possivel ser constatada.

A érvore filogenética compreendendo apenas os membros de SVMP-PI
(Figura 13) foi reconstruida para melhor entendimento das relacées evolutivas
destes potenciais agentes fibrino(geno)liticos. Ao contrario do que era esperada, a
habilidade de produzir ou n&do hemorragia também n&o possui um origem
monofilética, uma vez que proteinas hemorragicas sdo encontradas em diferentes
clados na filogenia. Nao sendo possivel identificar uma assinatura molecular
relacionada a atividade hemorragica ao nivel de sequéncia de SVMP. No processo
de evolucdo destas enzimas € importante considerar que SVMP-PI podem ser
geradas por processos traducionais ou pos-traducionais. Estudos mais
aprofundados da estrutura e funcdo devem ser realizados para a determinacao

desta caracteristica.

53



7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Além da importancia para a producéo de soro antiofidico, o veneno bothropico
possui uma gama de proteinas que conhecidamente sdo usadas como prototipos
para o desenvolvimento de farmacos e para uso biotecnolégico. Neste contexto, o
estudo das proteinas que compdem o veneno continua sendo muito produtivo. Com
os dados gerados neste trabalho foi possivel montar, mapear e anotar os transcritos
que codificam proteinas que constitui o veneno, verificar sua abundancia no veneno
e interpretar os transcritos de SVMPs que sao enzimas detentoras de grande valor
biotecnolégico. O cenario evolutivo reconstruido para as metaloproteinases de
serpentes da familia Viperidae mostrou que algumas respostas ndo estdo no nivel

de sequéncia, mas provavelmente ao nivel de estrutura.
Perspectivas futuras:
- Aprofundar as andlises do transcritoma de Bothrops neuwiedi.

- As sequéncias montadas vao contribuir na identificacao e caracterizacao das
proteinas que estdo sendo purificadas do veneno bruto no laboratério de Bioquimica

de proteinas da Fundacao Ezequiel Dias.

- As ferramentas de andlises filogenéticas serdo utilizadas para investigar as

relacdes evolutivas das demais proteinas presentes no veneno.

- Algumas proteinas SVMP-PI de interesse biotecnolégico serdo expressas

em sistemas heterdlogos para estudo de suas fun¢des e estrutura.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1 - Tabelas com descricdo dos principais transcritos que codificam

proteinas do veneno de Bothrops neuwiedi.

Tabela 1 - Mapeamento dos transcritos que codificam fosfolipases A2 (PLA2)

identificados na montagem do transcritoma referéncia correcéo feita pelo valor de

RPKM
Tamanho
Transcritos que dos Biblioteca Biblioteca Biblioteca Biblioteca
codificam PLA2 ) 1 2 3 4
transcritos

compl339 cO0_seql 238 12,07 16,31 8,20 14,29
comp338386_c0_seql 279 0,00 1,55 0,00 3,48
comp4256_c0_seql 207 1,73 6,25 0,00 4,69
comp4590 c0_seql 314 148,66 237,63 479,73 607,98
comp461392_c0_seql 255 0,00 5,07 0,00 1,90
comp4963_c0_seql 318 1,13 12,21 0,00 1,53
comp6055_c0_seql 778 1,38 17,19 1,50 1,87
comp6055_c0_seq?2 619 1,74 16,72 1,89 3,14
comp6217_c0_seql 251 7,15 6,87 10,88 29,03
comp6235_c0_seql 218 3,29 21,76 21,48 4,46
comp6235_c0_seq2 301 7,16 11,46 1,30 12,91
comp648740 _c0_seql 276 0,00 0,00 1,41 1,76
comp6643_c0_seql 719 559,82 4151,67 1434,53 1756,60
comp6726_c0_seql 369 10,70 18,70 27,50 34,23
comp673_c0_seql 257 2,79 6,71 0,00 0,00
comp6803_c2_seql 289 2,48 7,46 6,75 6,72
comp6803_c2_seql3 501 4,30 25,83 18,69 15,51
comp6803_c2_seql4s 361 5,97 39,43 11,89 28,26
comp6803_c2_seql5 409 1,76 23,20 8,59 11,88
comp6803_c2_seql6 381 6,60 30,56 7,17 21,67
comp6803_c2_seq3 269 4,00 11,22 1,45 7,22
comp6803_c2_seq4 373 10,59 41,63 17,79 11,72
comp6803_c2_seq9 253 5,68 40,91 9,25 24,96
comp6890_c0_seql 713 4,03 15,12 8,21 10,22
comp6890_c0_seq2 886 8,51 23,37 11,45 10,42
comp6890_c0_seq3 233 0,00 14,81 8,37 18,76
comp6890_c0_seq4 472 1,52 10,97 5,79 2,06
comp6890_c0_seq5 927 9,68 40,94 17,26 24,63
comp6897_c2_seq?2 335 7,50 29,61 9,32 23,20
comp6897_c2_seq4 763 8,47 66,70 26,60 33,74
comp6897_c2_seq5 228 0,00 3,78 5,13 8,52
comp6897_c2_seqb 364 17,76 14,22 12,87 13,35
comp6897_c2_seq? 5901 12,76 53,27 33,02 30,41
comp6897_c2_seq8 400 2,69 15,10 4,88 9,72
comp6897 c2 seq9 536 14,07 64,37 24,03 32,63
TOTAL - 886,01 5102,62 2236,94 2823,47
Média de expresséao 2762,26
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Tabela 2 - Mapeamento dos transcritos que codificam proteinas do veneno de

serpentes similares as Lectinas tipo C.

Tamanho
Transcritos que dos Biblioteca Biblioteca Biblioteca Biblioteca
codificam snaclecs ) 1 2 3 4
transcritos
comp407048_c0_seql 264 1,36 4,90 2,96 5,52
comp6195_c0_seql 288 11,22 89,85 127,37 96,14
comp6838_c0_seql 228 14,17 191,06 160,89 85,22
comp6838_c0_seql0 1301 64,03 526,45 851,59 559,70
comp6838_c0_seqll 693 10,88 89,62 82,78 61,68
comp6838_c0_seql?2 641 15,68 113,71 113,85 90,18
comp6838_c0_seql3 433 16,59 130,49 257,76 120,04
comp6838_c0_seqld 1179 49,34 387,77 594,15 281,41
comp6838_c0_seql5 433 33,17 214,16 204,59 205,30
comp6838_c0_seql6 350 89,25 587,80 502,86 370,57
comp6838_c0_seql? 667 68,91 505,67 472,16 284,03
comp6838_c0_seql8 604 14,86 103,54 69,78 70,77
comp6838_c0_seql9 571 14,46 101,97 120,29 62,10
comp6838_c0_seq2 484 32,64 249,51 181,42 156,57
comp6838_c0_seq20 453 40,42 266,59 331,67 236,99
comp6838_c0_seqg21 501 21,26 159,82 225,17 87,95
comp6838_c0_seq22 609 13,56 145,89 199,93 134,00
comp6838_c0_seq23 708 11,66 99,91 110,24 80,28
comp6838_c0_seq24 504 8,55 94,99 63,49 41,44
comp6838_c0_seq25 547 34,13 276,76 230,44 151,86
comp6838_c0_seq26 626 6,88 119,88 38,03 32,59
comp6838_c0_seq27 591 20,66 140,12 184,89 103,56
comp6838_c0_seq28 571 8,80 88,38 146,94 57,85
comp6838_c0_seq29 550 18,28 203,89 320,00 148,38
comp6838_c0_seq3 524 25,35 194,25 231,62 142,76
comp6838_c0_seq4 693 9,33 72,20 92,92 52,57
comp6838_c0_seq5 679 35,96 223,59 169,55 110,17
comp6838_c0_seqb 672 16,03 177,14 242,74 130,12
comp6838_c0_seq? 708 11,16 84,07 90,95 57,63
comp6838_c0_seq8 480 16,46 154,55 212,20 130,55
comp6838_c0_seq9 571 54,08 666,22 666,36 404,95
comp6872_c2 seql 333 26,96 249,97 134,77 86,07
TOTAL - 816,11 6.714,73 7.434,37 4.638,96
Média de expressao 4.901,04
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Tabela 3 - Mapeamento dos transcritos que codificam inibidores de PLA2.

Transcrito que Tamanho
Biblioteca Biblioteca Biblioteca Biblioteca
codificam inibidores dos
1 2 3 4
de PLA2 transcritos
comp357886_c0_seql 230 0,00 1,88 3,39 8,45
comp4963_c0_seql 318 1,13 12,21 0,00 1,53
comp6658_c0_seql 490 9,53 39,61 17,52 44,61
comp6692_cl_seql 568 4,43 31,89 12,37 16,25
comp673_c0_seql 257 2,79 6,71 0,00 0,00
comp6827_c0_seql 203 1,77 4,25 5,77 7,18
comp6827_c0_seq2 352 13,26 42,89 23,28 46,92
comp6827_c0_seq3 341 9,48 43,00 22,89 32,76
comp6827_c0_seq4 340 7,39 13,95 9,18 55,72
comp6827_c0_seq5 219 4,92 23,63 8,91 44,36
comp6827_c0_seq6 351 3,07 9,83 0,00 23,53
comp6897_c2_seq2 335 7,50 29,61 9,32 23,20
comp6897_c2_seq4 763 8,47 66,70 26,60 33,74
comp6897_c2_seq5 228 0,00 3,78 5,13 8,52
comp6897_c2_seqb 364 17,76 14,22 12,87 13,35
comp6897_c2_seq? 591 12,76 53,27 33,02 30,41
comp6897_c2_seq8 400 2,69 15,10 4,88 9,72
comp6897 _c2 seq9 536 14,07 64,37 24,03 32,63
TOTAL - 121,01 476,91 219,15 432,87
Média da expresséo 312,49

Tabela 4 - mapeamento dos transcritos que codificam peptideos natriuréticos

potencializador de Bradicinina identificados no transcritoma.

Transcritos que Tamanho
codificam dos o o o o

) _ Bibliotecal Biblioteca2 Biblioteca3 Biblioteca 4
peptideos transcritos
natriuréticos
comp6119 cO0_seql 363 364,01 1204,80 1022,39 492,46
comp6777_c0_seql 766 239,06 738,73 464,63 323,42
comp6777_c0_seq2 910 293,57 958,82 920,30 397,15
TOTAL 896,64 2902,35 2407,33 1213,03
Média da

= 1854,84

expresséao
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Tabela 5 - Mapeamento dos transcritos que codificam serino-proteinases no veneno

desta espécie.

Transcritos que Tamanho
Biblioteca Biblioteca Biblioteca Biblioteca
codificam Serino dos
] ] 1 2 3 4
proteinase transcritos
comp4862_c0_seql 294 0,00 1,47 2,65 18,17
comp6608_c0_seql 217 8,27 27,83 25,18 94,02
comp6702_cl_seql 303 8,30 37,01 86,29 33,67
comp6702_cl_seqg2 274 9,17 39,35 24,21 23,05
comp6702_cl_seq3 286 10,04 34,69 38,21 23,78
comp6702_cl_seqg4 264 6,80 32,67 70,95 34,96
comp6702_cl_seg5 240 10,47 30,55 82,93 20,24
comp6702_cl_seq6 242 7,42 12,48 38,70 58,21
comp6702_cl_seq7? 281 511 26,09 20,83 6,91
comp6713_c0_seql 205 5,25 63,12 106,60 47,39
comp6713_c0_seq2 211 17,02 114,47 192,35 156,55
comp6713_c0_seq3 230 18,73 39,38 78,05 82,37
comp6776_c0_seql 369 21,41 77,14 96,24 76,35
comp6776_c0_seq2 711 17,17 31,54 48,85 84,04
comp6776_c0_seq3 1024 44,18 84,24 147,49 288,90
comp6895_cl seql0 565 12,71 138,93 265,23 175,39
comp6895_cl_seql 882 22,80 98,29 178,31 134,38
comp6895_cl_seq?2 201 12,50 19,31 52,42 87,00
comp6895_cl seq3 2073 17,84 45,77 81,14 76,86
comp6895_cl seqd 632 23,86 51,87 98,18 219,82
comp6895_cl_seqg5 1754 14,74 42,29 76,31 79,76
comp6895_cl_seq6 665 5,40 32,43 56,34 48,21
comp6895_cl seq? 2747 16,73 53,54 99,44 118,66
comp6895_cl seq8 2438 14,73 48,47 90,92 126,52
comp6895_cl seq9 984 6,93 35,94 65,44 50,85
TOTAL - 337,60 1218,88 2123,28 2166,08
Média da expressao 1461,46
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Tabela 6 - Mapeamento dos transcritos que codificam proteinas com motivos trés

dedos (three finger).

Transcritos que Tamanho
codificam proteinas dos Bibliotecal Biblioteca2 Biblioteca3 Biblioteca4
trés dedos transcritos
comp6803_c2_seql0 746 3,37 18,50 5,23 11,07
comp6803_c2_seqll 552 3,90 34,38 6,36 14,08
comp6803_c2_seql2 406 22,99 103,05 37,49 71,79
comp6803_c2_seql 289 2,48 7,46 6,75 6,72
comp6803_c2_seql3 501 4,30 25,83 18,69 15,51
comp6803_c2_seql4s 361 5,97 39,43 11,89 28,26
comp6803_c2_seql5 409 1,76 23,20 8,59 11,88
comp6803_c2_seql6 381 6,60 30,56 7,17 21,67
comp6803_c2_seql? 283 31,72 27,43 11,03 25,75
comp6803_c2_seql8 726 2,47 12,48 3,23 11,37
comp6803_c2_seq2 572 10,04 46,00 11,60 23,78
comp6803_c2_seq3 269 4,00 11,22 1,45 7,22
comp6803_c2_seq4 373 10,59 41,63 17,79 11,72
comp6803_c2_seqb 423 197,78 56,08 22,14 111,39
comp6803_c2_seq6 286 1,26 6,03 4,09 3,40
comp6803_c2_seq? 266 13,50 63,24 10,27 51,13
comp6803_c2_seq8 303 3,56 18,50 0,00 12,83
comp6803_c2_seq9 253 5,68 40,91 9,25 24,96
comp6897_c2_seq2 335 7,50 29,61 9,32 23,20
comp6897_c2_seq4 763 8,47 66,70 26,60 33,74
comp6897_c2_seq5 228 0,00 3,78 5,13 8,52
comp6897_c2_seqb 364 17,76 14,22 12,87 13,35
comp6897_c2_seq? 591 12,76 53,27 33,02 30,41
comp6897_c2_seq8 400 2,69 15,10 4,88 9,72
comp6897_c2 seq9 536 14,07 64,37 24,03 32,63
TOTAL i 395,22 852,99 308,87 616,10
Média da expressao 543,29
Tabela 7 - Transcritos que codificam L-aminoacido oxidase no veneno.
] Tamanho

Transcrito que o o o o

o dos Bibliotecal Biblioteca2 Biblioteca3 Biblioteca 4
codificam LAAO )

transcritos

comp5942_c0_seql 280 56,42 317,32 505,93 511,79
comp6811_c0_seql 733 23,51 210,65 212,96 135,19
comp68ll_c0_seqz o574 52,93 400,77 488,76 396,59
TOTAL - 132,87 928,74 1207,65 1043,57
Média da expresséo 828,21
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Tabela 8 - Mapeamento dos transcritos que codificam os dominios presente em
metaloproteinases de veneno de serpentes. * Identificador Pfam ( Banco de dados
publico de dominios proteicos).

Transcritos que Tamanho
codificam os dominios transcrito Serpente 1 Serpente2 Serpente3 Serpente 4 Dominio®
de SVMPs
comp13235_c0_seql 210 17,10 260,84 302,91 94,84
compl5932_c0_seql 342 18,90 244,66 257,88 73,86
comp6505_c0_seql 320 10,22 117,26 231,71 69,83
comp6505_c0_seq2 300 4,79 27,32 63,74 8,10
comp6505_c0_seq3 316 0,00 13,65 8,64 0,00
comp6505_c0_seq4 316 1,14 15,01 17,29 6,15
comp6505_c0_seq5 386 26,05 89,39 209,28 95,64
comp6807_c0_seql 497 140,16 95,46 1622,25 176,91
comp6807_c0_seq2 720 41,39 101,24 204,88 72,19
comp6807_c0_seq3 391 228,66 583,53 1291,52 535,46
comp6807_c0_seq4 714 92,53 301,43 1031,92 432,02 metaloproteinase
comp6807_c0_seq5 500 110,59 299,32 601,77 396,39 (PFO1421)
comp6807_c0_seqb 506 95,80 242,93 163,50 69,12
comp4716_c0_seql 312 8,06 62,21 85,05 77,85
comp4779_c0_seql 261 46,77 41,31 134,57 130,28
comp6199_c0_seql 369 21,41 101,69 216,81 81,62
comp6872_cl_seq2 1928 173,57 709,14 1146,06 388,76
comp6872_cl_seq5 1946 221,42 812,52 1191,41 475,53
comp6872_cl_seq7 393 74,92 229,37 384,29 359,69
comp3542_c0_seql 1186 0,61 8,36 1,32 4,10
Desintegrina

comp8117_c0_seql 222 72,78 151,54 423,65 210,06 (PF00200)
comp5924 c0_seql 302 99,87 515,56 885,17 394,08
comp4715_c0_seql 277 19,44 37,37 164,83 3,51 Dominio rico em
comp6336_c0_seql 259 56,84 164,86 82,87 105,03 cisteina
comp6336_c0_seq2 202 127,98 360,84 585,37 303,00 (PF08516)
comp6872_c1_seql 863 121,49 389,32 1008,41 464,94  Metaloproteinase
comp6872_cl_seq3 2134 186,94 745,38 1152,83 473,25 + desintegrina
comp6872_cl_seq4 2125 140,99 591,84 905,63 397,51 (PF01421 +
comp6872_cl_seqb 845 142,35 423,65 839,15 396,66 PF00200)
comp6190_c0_seql 765 737,84 4593,24 3430,63 1610,97 Metaloproteinase
comp6354_c0_seql 302 63,01 165,67 100,79 146,37 +D. rico em

cisteina (PF01421
comp6354_c0_seq2 302 34,48 99,97 254,57 146,37 + PFO8516)
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8.2 Anexo 2 - Tabelas da montagem dos transcritos de SVMP em cada um das

bibliotecas.

Tabela 1 - Transcritos de SVMPs identificados na Biblioteca 1 (individuo proveniente

da cidade de Brumadinho)

ID_transcritos Dominios encontrados Tamanho Subfamilia
Contig_55 PF01421 645 Pl
Contig_56 PF01421 727 Pl
Contig_59 PF01421 808 Pl
Contig_60 PF01421 1118 Pl
Comp909_seq7 PF01562 e PF01421 1798 Pl
Comp909_seq9 PF01421 788 PI
Comp909_seq10 PF01421 808 PI
Comp909_seql3 PF01421 1098 Pl
Comp909_seql6 PF01421 1118 Pl
Contig_58 PF01421 e PF00200 1344 Pl
Comp909_seql2 PF01421 e PF00200 1324 Pl
Comp909_seq5 PF01421 e PF00200 1344 Pl
Comp909_seql9 PF01562, PF01421 e PF00200 2024 Pl
Comp909_seql PF01421, PF00200 e PF08516 1650 Pl
Comp909_seq2 PF01421, PF00200 e PF08516 1630 Pl
Comp9o9._seql4 PF01562, PF01421, PF00200 e 2330 Bl
Pf08516
Contig_57 PF01421, PF00200 e PF08516 1650 Pl
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Tabela 2 - Transcritos de SVMPs identificados na Biblioteca 2 (individuo proveniente

da cidade de Nova Lima).

Transcritos Dominio Tamanho Subfamilia
Contig_192 PF01421 368 Pl
Contig_280 PF01421 448 Pl
Contig_324 PF01421 1969 Pl
Comp_2490 seq3 PF01421 e PF00200 715 Pl
Comp_2490 seql PF01421 e PF00200 696 Pl
Comp_2662 _seql PF01421, PF00200 e PF08516 1734 P
PF01562, PF01421, PF00200 e
Comp_2662_seq4 2318 Pl
PF08516
PF01562, PF01421, PF00200 e
Comp_2662_seq6 2387 Pl
PF08516
PF01561, PF01421, PF00200 e
Contig_281 2387 Pl

PF08516

Tabela 3 - Transcritos que codificam SVMPs da biblioteca 3 ( individuo proveniente

da cidade de Nova Lima).

Transcritos Dominios Tamanho Subfamilia
Contig_37 PF01421 373 PI
Comp_1447_seq4 PF01421 484 Pl
Comp_1447_seq5 PF01421 497 PI
Comp_1449 seq3 PF01562 e PF01421 1163 Pl
Comp_38505_seq1 PF01421 376 PI
Contig_104 PRO1562, PrOl42t e 2032 Pl
PF00200
Contig_105 PF01421 e PF00200 518 Pl
Comp_1449_seq2 PF01421 e PF00200 940 Pl
Comp_1449_seq9 PROL421, PROD200 € 670 Pl

PF08516
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Tabela 4 - Transcritos que codificam SVMPs identificado na Biblioteca 4 (individuo

proveniente da cidade de Conselheiro Lafaiete)

Transcritos Dominio Tamanho Subfamilia
Contig_172 PF01421 466 Pl
Contig_188 PF01562 e PF01421 1093 Pl
Comp_923 seql PF01421 425 Pl
Comp_1867_seql PF01421 364 PI
Comp_2145_Seql PF01421 451 PI
Comp_2145_seq3 PF01562 e PF01421 1093 Pl
Comp_2145_seq6 PF01562 e PF01421 949 PI
Contig_120 PF01421 e PF00200 339 Pl
Contig_121 PF01421 e PF00200 341 Pl
Contig_187 PF01421 e PF00200 768 Pl
Comp_2145 seq2 PF01421 e PF00200 768 PII
Comp_2001_seql PF08516 455 dom|'|.'1|o tlco em
cisteina

Comp_2129 seq2 PF00200 e Pf08516 891 dominio rico em

cisteina
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8.3 Anexo 3 - Alinhamento das sequéncias do dominio catalitico de SVMP-PI.

FES420 Bothrops_atrox

Q8QGC89 Bothropoides_insularis

Q92032 _Agkistrodon_contortrix_laticinctus
QAPW35_Deinagkistrodon_acutus
QMAY4_Deinagkistrodon_acutus
D2Y164_Deinagkistrodon_acutus

F34179 Crotalus_adamanteus

Q90391 Crotalus_atrox

P20897 Crotalus_ruber_ruber
Q&[I50_Crotalus_molossus_molossus
Q12779 Crotalus_durissus_durissus
Q&[I51_Crotalus_molossus_molossus
Q&lJ52_Crotalus_molossus_molossus

P15167 Crotalus_atrox
QH9R4_Bothropoides_pauloensis
P83512 Bothrops_asper
Q7T1T4_Bothrops_jararacussu

P85314 Bothrops_moojeni

FE4907 Bothrops_leucurus

E3U 3_Bothrops_neuwiedi
E3UiL4_Bothrops_neuwiedi
FP22796_Lachesis_muta_muta
Q82031_Agkistrodon_contortrix_laticinctus
B7 U492 Agkistrodon_piscivarus_leucostoma
PE3255_Macrovipera_lebetina

Q37074 _Macrovipera_lebetina
EQIGD4_Echis_coloratus

ESKIX4 _Fchis_ocellatus
AZTK7Z2_Deinagkistrodon_acutus
EGNW2E_Protobothrops_mucrosquamatus
F20165_Protobothrops_flavoviridis
QOPW36_Deinagkistrodon_acutus
QMAY2_Deinagkistrodon_acutus
PE0244_Deinagkistrodon_acutus

POCB14 Calloselasma_rhodostoma VY--LVIVA
QO9PT50_Atractaspis_engaddensis By ErFvvv
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80 90 100 110 120 130 140

P85420 Bothrops_atrox
Q8QGE9_Bothropoides_insuwlaris
Q92032_Agkistrodon_contortrix_laticinctus
QOPW35S_Deinagkistrodon_acutus
Q8lAY4d_Deinagkistrodon_acutus
D2Y164_Deinagkistrodon_acutus

P34179 Crotalus_adamanteus

Q80391 Crotalus_atrox

P20897 Crotalus_ruber_ruber

Q850 _Crotalus_molossus_molossus
Q12779 Crotalus_durissus_durissus
Q8[/51_Crotalus_molossus_molossus
Q8152 _Crotalus_molossus_molossus
P15167 Crotalus_atrox
Q9i9R/4_Bothropoides_pauloensis
P83512 Bothrops_asper
QFT1T4_Bothrops_jararacussu

P85314 Bothrops_moojeni

P84907 Bothrops_leucurus

E3UL 3 Bothrops_neuwiedi
E3UiL4_Bothrops_neuwiedi
P22796_lachesis_muta_muta

Q82031 _Agkistrodon_contortrix_laticinctus
B7U492 Agkistrodon_piscivorus_leucostoma
P83255 Macrovipera_lebetina
Q37D074_Macrovipera_lebetina
EQJGD4_Echis_coloratus
EQKiX4_Fchis_ocellatus
AZTK7Z2_Deinagkistrodon_acutus
EINWZ8_Protobothrops_mucrosquamatus
P20165_Protobothrops_favoviridis
Q8PW3I6_Deinagkistrodon_acutus
QoIAYZ_Deinagkistrodon_acutus
PE0244_Deinagkistrodon_acutus
POCE14_Calloselasma_rhodostoma
QOPT50_Atractaspis_engaddensis
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PE5420 _Bothrops_atrox
Q8QGAY_Bothropoides_insularis

Q22032 _Agkistrodon_contortrix_laticinctus
Q8PW3I5_Deinagkistrodon_acutus
Q9lAY4_Deinagkistrodon_acutus
D2Y164_ Deinagkistrodon_acutus

P34179 Crotalus_adamanteus

Q80391 Crotalus_atrox

P20897 Crotalus_ruber_ruber

Q&850 _Crotalus_molossus_molossus
Q177279 Crotalus_durissus_durissus
Q81151 Crotalus_molossus_molossus
Q8152 _Crotalus_molossus_molossus
P15167 Crotalus_atrox
QoI9R4_Bothropoides_pauloensis
PE3512 Bothrops_asper
QF7T1T4_Bothrops_jararacussu

P85314_ Bothrops_moojeni

PE4207 Bothrops_leucurus
EFUIL3_Bothrops_neuwiedi

E3LL4 Bothrops_neuwiedi
P22796_lLachesis_muta_muta
Qo2031_Agkistrodon_contortrix_laticinctus
BU492 Agkistrodon_piscivorus_leucostoma
P83255 Macrovipera_lebetina

Q37074 _Macrovipera_lebetina
EQIGD4_Echis_coloratus

ESKIX4 Echis_ocellatus
AZ2TK72_Deinagkistrodon_acutus
EANWZE_FProtobothrops_mucrosguamatus
FP20165_Protobothrops_favoviridis
Q8PW36_Deinagkistrodon_acutus
QBIAYZ2_Deinagkistrodon_acutus
PEOZ244_Deipagkistrodon_acutus
POCB14_Calloselasma_rhodostoma
QOPTS0_Atractaspis_engaddensis
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