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RESUMO

As serpentes corais pertencentes ao género Micrurus possuem uma peconha
rica em proteinas e peptideos biologicamente ativos. No entanto, estudos bioquimicos
e farmacolégicos com os componentes desses venenos sdo escassos devido a grande
dificuldade de coleta, manutencao em cativeiro das serpentes e a pequena quantidade
de veneno obtida em cada extracdo. O presente estudo descreve o isolamento, a
determinagdo da massa molecular e o seqienciamento completo e parcial de algumas
moléculas biologicamente ativas presentes no veneno de Micrurus frontalis. Os
componentes foram purificados ap6s varios passos de fracionamento em
cromatografia liquida de fase reversa. A pureza e as massas moleculares foram
determinadas por espectrometria de massa de tipo MALDI-TOF e electrospray (ESI).
As sequéncias de aminoacidos dos componentes nativos e dos peptideos gerados
apds protedlise foram determinadas por degradagdo de Edman e sequenciamento De
novo. Foram identificadas toxinas da familia de trés-digitos, PLA2 e waprinas. As
toxinas do tipo trés digitos receberam o nome de Frontoxinas (FTx) | a VI. As FTx I, II,
lll e VI possuem 4 ligacdes dissulfeto conservadas e sdo estruturalmente similares as
a-neurotoxinas de cadeia curta. Ja as FTx IV e V apresentaram alta similaridade com
a-neurotoxinas de cadeia longa, com 10 residuos de cisteina conservados. Quando
aplicadas em jungao neuromuscular de ra, as FTx Il, Il e IV reduziram a amplitude dos
potenciais de acdo em miniatura de maneira tempo- e concentracdo-dependente,
sugerindo que essas FTxs bloqueiam os receptores nicotinicos de acetilcolina. As
PLA2 foram identificadas apdés o0 sequenciamento de fragmentos, os quais
apresentaram alta similaridade com PLA2 de elapideos. Uma nova familia de
proteinas ofidicas, a waprina, foi encontrada na pegonha de M. frontalis. Esta toxina,
pouco abundante no veneno, possui quatro ligagdes dissulfeto conservadas e recebeu
o nome de Miwaprina, em virtude da alta identidade com waprina de Naja nigricollis.
As FTx I, V, VI, as PLA2s e a Miwaprina, ndo foram submetidas a testes biol6gicos
devido a quantidade insuficiente de amostra purificada. Este trabalho corresponde ao
primeiro estudo de caracterizagdo da estrutura primaria e biolégica de componentes
isolados a partir do veneno de M. frontalis, abrindo perspectivas nao sé para a
identificacdo dos demais componentes, como também do provavel papel dos mesmos

na captura de presas e nos envenenamentos.
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ABSTRACT

Coral snakes (Micrurus genus) venoms contain a wide spectrum of biologically
active proteins and peptides. The major obstacle to study Micrurus venoms is the small
amount of material that can be collected. Therefore, the biochemistry and
pharmacology of components from coral snakes venoms are mostly unknown. In this
study we describe the isolation, molecular mass determination, complete and partial
amino acid sequencing of short and long -chain three-finger toxins, PLA2 and waprin
isolated from Micrurus frontalis venom. Components were purified using multiple steps
of RP-HPLC. Molecular masses were determined by MALDI-TOF and ESI ion-trap
mass spectrometry. The amino acid sequences of toxins were determined by
sequencing of overlapping proteolytic fragments by Edman degradation and by De
novo sequencing. The three-finger toxins were named Frontoxin (FTx) I-VI. The amino
acid sequences of FTx I, I, lll and VI predict 4 conserved disulphide bonds and
structural similarity to previously reported short-chain a-neurotoxins. FTx IV and V each
contained 10 conserved cysteines and share high similarity with long-chain a-
neurotoxins. At the frog neuromuscular junction FTx I, Ill and IV reduced miniature
endplate potential amplitudes in a time-and concentration-dependent manner
suggesting Frontoxins block nicotinic acetylcholine receptors. Fragments of isolated
PLA2 were determined and share high similarity scores with PLA2 from other Elapids.
The waprin member possesses four conserved disulfide bonds and showed high
identity with waprin from Naja nigricollis venom. Because of the significant sequence
similarity with WAPs, the molecule was named Miwaprin. Due the insufficient amount
of purified FTx I, V, VI, PLA2s and Miwaprin, these toxins were not submitted to the
biological assays. These are the first complete primary structure characterization of M.

frontalis snake venom toxins.
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1. INTRODUCAO

1.1. Serpentes e venenos

As serpentes fazem parte da Classe Reptilia, Ordem Squamata e Subordem
Ophidia ou Serpentes. Provavelmente originada no periodo Cretaceo, a maioria das
serpentes teve seu maior desenvolvimento no Cenozéico. Apesar de algumas
controvérsias sobre seu ancestral, admite-se que possam ter derivado de lagartos de
vida subterranea que, por adaptacao, sofreram o alongamento do corpo, reducao das
patas e os olhos semi-atrofiados (Lee, 1997; Franco, 2003). Cerca de 3.000 espécies
sao conhecidas, as quais variam desde espécies escavadoras diminutas até grandes
constritoras. Devido a sua dependéncia de calor externo para realizar a
termorregulagéo, as serpentes habitam principalmente regides temperadas e tropicais
(Melgarejo, 2003).

Além da forma alongada do corpo e da auséncia de membros locomotores, as
serpentes caracterizam-se por possuir o corpo coberto com escamas epidérmicas,
pela auséncia de palpebras moveis, de ouvido externo e médio e apresentam grande
elasticidade nos movimentos cranianos. O sistema circulatorio das serpentes difere
daquele dos demais répteis por possuir um maior nimero de vasos sanguineos,
irrigagdo de sangue mis eficiente. Os 6rgdos pares como pulmdes, rins, testiculos e
ovarios, além de muito alongados, assumem uma disposicdo assimétrica, estando os
do lado direito na frente do esquerdo. O tubo digestivo distende-se bastante no
eso6fago e estbmago e intestino é curto. O figado é bem desenvolvido e alongado, com
a vesicula biliar separada, localizada posteriormente junto ao bago e o pancreas. Os
ofidios ndo possuem bexiga e as excretas, junto com as fezes e os 6rgaos genitais,
desembocam numa cavidade comum, a cloaca. O hemipénis, 6rgao copulador dos
machos, estd em ndmero par e encontra-se invaginado na cauda. Como nos lagartos
e outros répteis, as serpentes trocam a pele com certa periodicidade, a qual se
desprende numa pega Unica, a comecgar pela borda dos labios. Sao consideradas
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miopes, assim a deteccdo de movimentos é mais eficiente do que de formas. A
percepcao olfativa é realizada pelo 6érgdo de Jacobson, uma estrutura
quimiorreceptora especializada revestida por epitélio sensorial, situada na regido

anterior do céu da boca (Kardong, 1998; Melgarejo, 2003).

A superfamilia Colubroidea, considerada a mais diversa dentre as serpentes,
sofreram consideraveis mudangas morfolodgicas as quais resultaram no aparecimento
de um dos mais especializados aparatos de alimentacdo entre os vertebrados, o



aparelho inoculador de pegconha. Este aparato € composto pela glandula de Duvernoy
desenvolvida (glandula de veneno) onde a pegonha é produzida e estocada, ligada por
ductos a dentes inoculadores (Jackson, 2003). Com o objetivo de otimizar a eficiéncia
na inoculagdo da pegonha, as serpentes sdo categorizadas segundo seus aparelhos
inoculadores e tradicionalmente podem ser divididas em:

= Aglifas: ndo possuem presas nem aparelho inoculador de pegonha. A glandula
supra-labial presente produz secrecdo destinada a lubrificar o alimento. Os
representantes mais importantes pertencem as familias Boidae e Colubridae
(Figura 1A);

= Opistoglifas: possuem um par de presas sulcadas na extremidade posterior da
arcada superior. S&o tipicas da familia Colubridae (Figura 1B);

= Proteréglifas: possuem um par de presas profundamente sulcadas na regiao
anterior do maxilar reduzido e mével. SAo comumente presentes nos elapideos
(Figura 1C);

» Solendglifas: possuem um par de presas grandes, muito desenvolvidas,
retrateis em uma bainha mucosa com canal central, o qual se comunica com o canal
excretor da glandula de veneno. O maxilar € mével e muito reduzido. Sao encontrados

na familia Viperidae (Figura 1D) (Kardong, 1983).

Os venenos das serpentes sdo considerados produtos resultantes de diversas
fases evolutivas, revelando assim uma formidavel capacidade adaptativa desses
animais. Esses venenos sdo misturas complexas contendo, entre outros componentes,
altas concentracoes de proteinas, muitas delas com propriedades tdxicas (Stocker,
1990). Os componentes téxicos podem ter acdes rapidas e seletivas muito potentes,
capazes de interferir em mecanismos fisioldgicos, celulares e moleculares especificos.
Segundo Jorge da Silva e Aird (2001), cada veneno apresenta uma acao peculiar de
cada espécie de serpente, decorrente das classes de toxinas que o compdem e do
tipo de presa especifico a que é dirigido. No entanto, o veneno também pode agir de
forma eficaz em outros alvos diferentes da sua dieta (Urdaneta et al., 2004).

A familia Elapidae forma o principal grupo de serpentes venenosas. Estes
animais, amplamente distribuidos por toda a faixa intertropical do planeta, sao
agrupados em duas importantes subfamilias Hydrophiinae e Elapinae (Slowiski et al.,
1997; Keogh, 1998).
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Figura 1. Tipos de denticdo das serpentes. A. Aglifa, sem dente inoculador de
veneno; B. Opistéglifa, dentes inoculadores de veneno na regiao posterior do maxilar;
C. Solendglifa, dentes inoculadores de veneno muito desenvolvido na regido anterior
do maxilar; D. Proteréglifa, dentes inoculadores pouco desenvolvidos situados na
regiao anterior do maxilar. Adaptado de Alma R.W.L.Romano-Hoge.

A subfamilia Hydrophiinae inclui as serpentes marinhas encontradas nas aguas
tropicais da india e do Oceano Pacifico Oeste. Estas serpentes possuem uma série de
adaptacdes anatdbmicas e comportamentais como o corpo comprimido lateralmente
com cauda bastante desenvolvida, a pele pouco permeével e a presenca de glandula
de sal ao redor da lingua que funciona como regulador osmético (Campbell e Lamar,
1994).

A subfamilia Elapinae contém todos os elapideos terrestres encontrados nos
tropicos e eventualmente nos subtropicos de algumas regides, tais como as serpentes
dos géneros Bungarus (kraits), Ophiophagus (cobra-rei), Naja, Dendroaspis (mambas)
no Velho Mundo e os géneros Micrurus, Leptomicrurus e Micruroides (cobras corais
verdadeiras) no Novo Mundo. Também fazem parte desta subfamilia as serpentes
marinhas do género Laticauda (Sea kraits). Os animais desta subfamilia fazem parte
grupo dos mais perigosos e temidos do mundo (Campbell e Lamar, 1994).

1.2. Composicao dos venenos

A composicao dos venenos de serpentes é influenciada por uma série de fatores
como a origem geografica, a sazonalidade, a idade, o sexo, além de ser presa-
especifica (Jorge da Silva e Aird, 1991 e 2001). Em geral, a peconha das serpentes
contém cerca de 25% de sélidos totais, dos quais cerca de 70 a 90% sao proteinas e
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polipeptideos com relativamente elevada massa molecular. O restante (10-30%)
corresponde a substancias de baixa massa molecular como carboidratos, lipideos,
aminas biogénicas, peptideos, aminoacidos, nucleotideos, compostos inorganicos e
ions (Jorge da Silva e Bucaretchi, 2003). Basicamente sdo encontradas cinco classes
de enzimas nos venenos de serpentes: as oxidoredutases, as hidrolases, as
glicosidases, as proteases e as lipases, fazendo parte desta ultima classe as
fosfolipases e as acetilcolinesterases (lwanaga et al., 1976 e Kini, 1997).

As peconhas elapidicas apresentam grande quantidade de componentes toxicos
e sdo caracterizadas por causarem paralisia flacida, podendo levar a 6bito por parada
respiratoria (Bolanos, 1984) e exercerem pequena atividade proteolitica (Vital Brazil,
1980). As mais importantes e abundantes toxinas elapidicas se classificam
principalmente como toxinas estruturalmente similares a fosfolipases A2 e em forma
de trés digitos. Além dessas toxinas sido descritos também proteases, inibidores de
proteases, serinoproteases, metaloproteases, proteinas ricas em cisteinas, lectinas e
waprinas que em conjunto com as PLA2 e a-neurotoxinas contribuem para a atividade

biolégica téxica e letal dos elapideos (Birrel et al., 2007).

1.2.1. Toxinas de Trés-digitos

As toxinas de trés-digitos (three-finger proteins) sao polipeptideos com 60-74
residuos de aminoacidos, ricos em ligagbes dissulfeto desprovidos de atividade
enzimatica (Endo e Tamiya, 1987). Estas toxinas recebem o nome de trés-digitos, pois
estruturalmente todos os membros conhecidos sdo organizados em trés alcas (/loops)
ricas em estruturas secundarias com motivos do tipo folhas B-pregueadas, que
emergem de um nudcleo formado por 4 ligacdes dissulfeto (Figura 2). A forma é
discoidal achatada, apresentando um lado céncavo e um convexo. Sao extremamente
resistentes as variagdes fisicas ambientais, sdo termoestaveis, facilmente absorvidas

e se distribuem rapidamente nos tecidos das presas (Tsetlin, 1999).

Apesar do padrao estrutural altamente conservado, essas toxinas tém diversos
alvos especificos causando diferentes acoes farmacolégicas (Figura 3). Os membros
desta familia incluem: a-neurotoxinas (Figura 2A e 2B), que antagonizam os
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAchR); x-bungarotoxinas (Figura 2D), que
reconhecem os receptores nicotinicos neuronais; foxinas muscarinicas (Figura 2G),
que atuam seletivamente nos receptores muscarinicos; fasciculinas (Figura 2F), que
sao inibidores de acetilcolinesterases; calciseptinas, que bloqueiam os canais de



célcio do tipo L; cardiotoxinas ou citotoxinas (Figura 2C) que formam poros na
membrana celular e dendroaspinas (Figura 2l) que antagonizam varios processos de
adesao celular (Kini, 2002). De acordo com Fry et al., (2003a), as toxinas de trés-
digitos sdo utilizadas pelas serpentes como suporte para diferentes combinacdes de

grupamentos funcionais, gerando uma variedade de alvos especificos.

Figura 2. Similaridade estrutural entre as toxinas de trés-digitos. (A) Erabutoxina
a; (B) a-bungarotoxina; (C) Cardiotoxina V4; (D) k-bungarotoxina; (E) Candoxina; (F)
Fasciculina; (G) Toxina muscarinica; (H) Toxina FS2; (I) Dendroaspina. (Kini, 2002).
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Figura 3. Alvos das toxinas em trés digitos de serpentes. As a-neurotoxinas
atuam nas juncdes neuromusculares bloqueando os receptores musculares de
acetilcolina. As fasciculinas atuam inibindo a acetilcolinesterase e as
dendroaspinas formam poros na membrana celular (Prieto da Silva, 2002).

Os venenos elapidicos possuem varios polipeptideos do tipo a-neurotoxinas,
que atuam no sistema nervoso periférico provavelmente por ndo conseguirem
atravessar a barreira hematoencefdlica. Geralmente, agem como agonistas ou
antagonistas dos receptores de acetilcolina, promovendo alteragdes na transmissao
nervosa (Tu, 1998).

A acetilcolina (Ach), principal neurotransmissor na jungdo neuromuscular de
vertebrados, é sintetizada a partir dos precursores colina e acetilcoenzima A.
Aproximadamente 80% deste neurotransmissor sdo estocados nas terminagbes
nervosas e o restante € liberado no axoplasma. A vesicula se funde espontaneamente
com a membrana pré-sinaptica liberando pequena quantidade de acetilcolina,
resultando em despolarizacées diminutas e transitérias na membrana pds-juncional
(MEPP; miniature end-plate potential) que ndo sao suficientes para gerar uma
contracdo. Entretanto, como resposta ao potencial de agdo, a despolarizagdo na
terminacdo nervosa promove liberacdo de quantidades de acetilcolina suficientes para

produzir um potencial de placa terminal (EPP, end-plate potential) e



consequentemente a contragdo. A acetilcolina, liberada espontaneamente ou por
despolarizacdo da terminacdo nervosa, se liga a uma regido especifica do receptor
nicotinico da membrana pés-sinaptica antes de ser degradada enzimaticamente por
acetilcolinesterase.

O receptor nicotinico do musculo esquelético é uma proteina heteropentamérica
formada por subunidades de membrana com a estequiometria de 2a1, 11, 1y e 10
(Figura 4) (Saez-Briones et al.,1999, Paterson e Nordberg, 2000). O receptor consiste
de dois sitios de ligacao para acetilcolina localizados na interface entre as cadeias af
e y e al e 0 (Saez-Briones et al., 1999; Bowman 2006). Dado que estes sitios de
ligacado interagem de uma maneira cooperativa positiva, por ocupar um ou ambos 0s
sitios, as neurotoxinas de serpentes inibem a abertura do canal ibnico associada ao
receptor em resposta aos agonistas colinérgicos (Paterson e Nordberg, 2000).

Exterior \
@&3%%

Membrana
J

(L1 1 1%
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a-hélices formando canal

Figura 4. Estrutura do receptor nicotinico de acetilcolina muscular. Vista lateral
(esquerda) e vista frontal (direita) (Bowman, 2006).

As a-neurotoxinas ligam-se aos receptores colinérgicos da placa terminal
produzindo bloqueio da transmissdo nervosa no musculo esquelético e causam a
paralisia da presa. Assim, atuam de modo semelhante ao alcaléide curare, porém com
maior afinidade ao receptor e menor reversibilidade. Devido ao seu mecanismo de
acao, as o-neurotoxinas sdo também conhecidas como toxinas curaremiméticas ou
toxinas pés-sinapticas (Nirthanan e Gwee, 2004). Além de serem encontradas na

peconha dos elapideos, as a-neurotoxinas estdo presentes também no veneno dos



moluscos marinho do género Conus, sendo chamadas de a-conotoxinas, as quais
podem promover a inibicdo dos nAChR musculares ou o bloqueio de AchR neuronais
(Tsetlin, 1999; Tsetlin e Hucho, 2004).

De acordo com a segliéncia de aminoacidos e/ou estrutura terciaria, as toxinas
curaremiméticas podem ser classificadas em o-neurotoxinas de cadeia curta, o-
neurotoxinas de cadeia longa e neurotoxinas de trés-digitos ndo convencionais
(Nirthanan et al., 2003a). O alvo molecular principal das o-neurotoxinas parece ser o
nAChR muscular, no entanto, algumas toxinas interagem com nAChR neuronal e
existe ainda a possibilidade de possuirem alvos moleculares ainda desconhecidos, o
que demonstra que as a-neurotoxinas ndo formam um grupo funcionalmente

homogéneo (Nirthanan e Gwee, 2004).

As o-neurotoxinas de cadeia curta sdo formadas por cadeias polipeptidicas de
60-62 residuos de aminoacidos e quatro ligagdes dissulfeto conservadas. Ligam-se
com alta afinidade aos nAChR (a1)2B1Yd da musculatura esquelética de mamifero ou
do peixe elétrico Torpedo marmorata. As a-neurotoxinas longas tem de 66 a 75
residuos de aminoacidos e cinco ligacbes dissulfeto dentre elas, quatro sdo
conservadas, sendo a ligagéo extra localizada na ponta da segunda alga (loop Il). Em
comparagdao com as o-neurotoxinas de cadeia curta, a primeira alca € mais curta
devido a delecado de alguns residuos e possuem uma cauda C-terminal. Além de se
ligarem a subunidade a1do NAChR muscular, as a-neurotoxinas longas se ligam com
alta afinidade aos receptores neuronais do tipo homopentaméricos, a7, a8 e a9
(Servent et al., 1997; 2000; Antil et al., 1999; Antil-Delbeke et al., 2000). Segundo
Servent et al. (1997), a quinta ligacao dissulfeto na extremidade da segunda algca é

essencial para a ligagéo aos receptores neuronais.

As neurotoxinas de trés digitos ndo convencionais sdo também conhecidas
como toxinas homélogas das a-neurotoxinas longas, ou toxinas do tipo melanoleuca
(Joubert e Taljaard, 1980) ou neurotoxinas fracas. Possuem entre 62 a 68 residuos de
amino&cidos e sao estruturalmente relacionadas as o-neurotoxinas longas, diferindo
pela localizacdo da quinta ligacdo dissulfeto na extremidade da primeira alca. Estas
neurotoxinas sdo chamadas de fracas, pois sdo biologicamente menos téxicas que as
a-neurotoxinas convencionais. Devido a baixa afinidade aos nAChR musculares,
acredita-se que as neurotoxinas fracas podem ter outros alvos moleculares ainda nao
identificados (Nirthanan e Gwee, 2004).



1.2.2. Fosfolipases do tipo A2 (PLA2)

As fosfolipases sdo enzimas que catalizam a hidrélise dos glicerofosfolipideos e
sao separadas em varias classes, de acordo com o sitio de hidrélise, em fosfolipases
do tipo A1, A2, B, C e D. As fosfolipases do tipo A2 (fosfatidil-acil-hidrolases,
EC3.1.1.4), presentes no pancreas de mamiferos € em venenos de origem animal,
hidrolisam os 3-sn-fosfoglicerideos na posicao 2 da ligacao acil-éster liberando acidos
graxos e lisofosfolipideos (Kini, 1997).

As PLA2 elapidicas geralmente possuem 120 residuos de aminoacidos, seis ou
sete ligacbes dissulfeto e sdo compostas por cinco a-hélices e duas estruturas em
folhas B pregueadas curtas (Arni e Ward, 1996). Estas PLA2 compartilham grande
similaridade estrutural com as PLA2 encontradas em mamiferos. No entanto, sdo mais
téxicas e capazes de induzir um amplo espectro de efeitos farmacologicos tais como
neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeito coagulante, atividades
hemolitica, convulsionante, edematogénica e hipotensora (Kini, 1997).

Os efeitos farmacolégicos observados em decorréncia da acdo das PLA2 nao
sa0 necessariamente causados apenas pela hidrélise de fosfolipideos de membranas
biol6gicas. As PLA2 parecem apresentar sitio(s) farmacoldgico(s) distinto(s) do
catalitico (YANG, 1994). Kini (2003) propde que as PLA2 procedentes de veneno de
serpentes possuam uma habilidade de se unir a um sitio especifico, devido a sua alta
afinidade em ligar-se a proteinas especificas que atuam como receptores ou
aceptores. Essa ligacdo especifica da PLA2 se dispbe pela presenca de um sitio
farmacoloégico em sua superficie, que € independente do sitio catalitico. A alta
afinidade de interacdo da PLA2 com seu aceptor (proteina alvo) deve-se
provavelmente a complementaridade de carga, de hidrofobicidade e de forgas de Van
der Walls, que ocorre entre o sitio farmacolégico e o alvo na superficie do receptor
protéico ou aceptor.

Algumas das toxinas mais potentes desta classe ndo apresentam nenhuma
atividade enzimatica, possivelmente por terem um residuo de acido aspartico na
posicdo 49 (sitio de ligacdo ao Ca?') substituido por um residuo de carga positiva,
como a lisina (Mora et al., 2005). No entanto, nos casos onde o efeito farmacologico é
independente da atividade enzimatica, a atividade catalitica pode aumentar a poténcia
da atividade farmacolégica.

Dentre as diversas atividades farmacolégicas atribuidas as PLA2, a
neurotoxicidade tem atraido particular atencao (Kini, 1997). As PLA2 com atividade

neurotoxica também conhecidas como B-neurotoxinas, sdo comumente encontradas
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nos venenos das familias Crotalidae, Elapidae, Hydrophiidae e Viperidae e atuam
sobre alvos especificos nas jungdes neuromusculares inibindo a liberacdo de
neuromediadores (Figura 3) (Kini, 1997).

A atividade neurotoxica pré-sinaptica das PLA2 decorre do fato de se ligarem a
membrana nervosa e catalisarem a hidrélise fosfolipidica com a producdo de
lisofosfolipidios e acidos graxos (Rosseto et al., 2006). Segundo Pungercar e Krizaj
(2007) a hidrolise apenas na porcao externa da membrana plasmatica neural ndo é
suficiente para desencadear a agao pré-sinaptica completa. Assim, as B-neurotoxinas
devem também interagir com as proteinas intracelulares das vesiculas sinapticas. Os
lisofosfolipidios e &cidos graxos alteram a conformagdao da membrana aumentando
sua permeabilidade ao Ca**, o qual, em quantidades excessivas, parece desempenhar
um importante papel na degeneragdo das organelas celulares e também da prépria
terminacdo nervosa (Tedesco et al, 2009). A elevada liberagcdo de palmitato e de
acido araquidénico também esta relacionada atividade pré-sinaptica das PLA2, uma
vez que o palmitato desempenha importante papel no processo de acetilacdo de
proteinas e o acido araquiddnico participa dos eventos de transducgéo de sinais (Kattah
et al., 2002).

Em preparagées neuromusculares isoladas, a atividade pré-sinaptica se
caracteriza por um efeito trifasico na liberagdo do neurotransmissor. A primeira fase é
curta e caracterizada por uma redugao na liberagdo de ACh, seguida por um aumento
transitério na liberacdo desta na segunda fase e por ultimo um bloqueio completo e
irreversivel da neurotransmissao (Montecucco e Rosseto, 2000).

1.2.3. Proteases

Os venenos de serpentes possuem proteases que afetam a cascata de
coagulagdo sanguinea e auxiliam também na digestdo das presas. Este grupo de
moléculas é comumente encontrado nos venenos de serpentes das familias Crotalidae
e Viperidae, mas também sao presentes nos elapideos australianos (Birrel et al.,
2007). As proteases sao divididas em metaloproteases e serinoproteases.

As metaloproteases sdo moléculas com massa molecular entre 60 e 80 kDa que
geralmente estdao envolvidas no processo hemorragico, na formagao de edema,
hipotensdo, na hipovolemia, bem como na inflamagdo e necrose (Fox e Serrano,
2005). Normalmente apresentam trés dominios diferentes especificos. O primeiro,
denominado dominio proteolitico, & conservado e caracterizado pela presenca de um
sitio catalitico responséavel pela ligacdo de um jon metdlico, em geral o Zn*. O
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segundo é um dominio do tipo desintegrina (RGD), capaz de se ligar as integrinas de
plaguetas ou de células endoteliais, e o terceiro € um dominio rico em cisteinas, com

funcéo pouco conhecida (Marcinkiewicz, 2005).

As serinoproteases sao proteinas com cerca de 35 kDa que contém 12 residuos
de cisteina e quantidades variaveis de sitios de glicosilagdo. Em viperideos, as
serinoproteases atuam como enzimas similares a tripsina e nos elapideos terrestres
agem como proteinas do tipo Fator X (Kini, 2005). As serinoproteases atuam sobre o0s
componentes de degradacdo e ativagdo sanguineos que estdo envolvidos na
coagulacdo e na fibrindlise, ativando o sistema calicreina/cinina ou afetando a
agregacao plaquetaria (Hung e Chiou, 2001).

1.2.4. L-Aminoacido Oxidase (LAAO)

As L-aminoacido oxidase sdo flavoenzimas que atuam sobre os L-aminoacidos
convertendo-os em cetoacidos com liberagcdo de peréxido de hidrogénio e amoénia.
Este grupo é o mais comum e o mais estudado entre 0s venenos e é responsavel pela
coloracao amarelada dos venenos (Nathan et al., 1982; Du e Clemetson, 2002). No
quadro de envenenamento, a agao desta enzima ainda é desconhecida. No entanto, in
vitro, as LAAOs exercem papel em diversas atividades biolégicas tais como atividade
citotoxica (Souza et al., 1999), antitumoral (Vieira Santos et al., 2008), apoptotica
(Suhr e Kim, 1996), hemorragica, inibicdo da agregacao plaquetaria (Tonismagi et al.,
2008) e antimicrobiana (Lu et al., 2002).

1.2.5. Fator de crescimento neural (NGF)

As proteinas NGF dos venenos se apresentam como complexos homodiméricos
geralmente associados por ligacbes nado covalentes e atuam como agonistas com
baixa afinidade de receptores tirosina-cinase, ao competir pela ligagédo ao receptor
com o NGF enddgeno, influenciando no desenvolvimento de neurfnios colinérgicos.
Os NGF desempenham importante papel na ontogénese e regulam o desenvolvimento
e a manutencdo de neurbnios derivados de neurbnios sensoriais embrionéarios e de
células nervosas. Além destes, participam também de efeitos ndo neuronais, como a
inducdo de extravasamento plasmatico € a liberacdo de histamina das células
sanguineas (Kashima et al, 2002). Nos casos de envenenamento, os NGF
provavelmente atuam deixando o local da picada mais susceptivel a outros
componentes e favorecendo uma distribuicao 6étima de substancias que dificiimente
poderiam se infiltrar no tecido alvo (Kostiza e Meier, 1996).
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1.2.6. Peptideos natriuréticos

Os peptideos natriuréticos formam uma classe de peptideos caracterizada por
uma estrutura em anel composta por 17 residuos de aminoacidos e uma ligacao
dissulfeto conservada. Biologicamente, atuam na regulagdo do balanco eletrélito/agua
e consequentemente atuam sobre a pressao arterial € na homeostase do volume
plasmatico (Atlas e Maack, 1992). Os principais tipos de peptideos natriuréticos sao:
peptideo natriurético atrial (ANP), peptideo natriurético cerebral (BNP) e peptideo
natriurético tipo C (CNP). Os peptideos natriuréticos encontrados nos venenos de
serpentes compartilham propriedades estruturais e funcionais com os trés tipos
(Schweitz et al., 1992) apresentando efeito sobre a vasodilatacdo, promovendo o
relaxamento da musculatura lisa (Fry et al, 2005) bem como o aumento da
permeabilidade capilar, auxiliando na rapida difusdo das toxinas no local da picada (Ho
et al., 1997). Segundo St Pierre et al. (2006), os peptideos natriuréticos constituem as
menores proteinas descritas até 0 momento nos venenos dos elapideos da Austrélia,

com 35 a 39 residuos de aminoacidos.

1.2.7. Snacles (Snake venom C-type lectins)

As lectinas do tipo C presentes nos venenos de serpentes foram recentemente
renomeadas para Snacles pelo Comité Cientifico de Padronizacdo da Sociedade
Internacional de Trombose e Hemostasia (Clemetson et al., 2009). As Snacles sao
proteinas desprovidas de atividade enzimatica que normalmente podem ser homo ou
heterodiméricas com cadeias alfa e beta relacionadas estruturalmente e com as
subunidades unidas por ligacées dissulfeto. Em alguns casos, podem formar
complexos a partir da agregacgao entre 4 ou 5 unidades diméricas (Doley e Kini, 2009).

As lectinas do tipo C “verdadeiras” (CTL) se ligam a carboidratos na presenca de
Ca** e iniciam uma diversidade de processos biolégicos como adeséo, aglutinagéo,
endocitose, neutralizacdo do patégeno (Ogawa et al., 2005) e agregacao plaquetaria
(Clemetson et al., 2001).

Algumas lectinas parecem ter perdido a capacidade de ligacdo a carboidratos,
formando assim o grupo de proteinas do tipo lectinas (CLRP), por ter em comum
caracteristicas estruturais com as CLTs. Este grupo induz atividade anticoagulante a
partir de sua ligagdo com a trombina (Arocas et al., 1996) ou com os fatores IX e X da
cascata de coagulagdo sanguinea (Atoda et al., 1991). As CLRPs induzem também
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agregacao plaquetaria por meio de sua ligagdo ao receptor de membrana das
plaguetas (Li et al., 2005).

1.2.8. Waprinas

As waprinas ou WAP (Whey Acid Protein) possuem aproximadamente 50
residuos de aminoéacidos com oito residuos de cisteinas conservados formando quatro
ligacdes dissulfeto. As regides entre os residuos de cisteinas sao diferentes entre os
membros desta familia, conferindo assim uma diversidade de fungdes biolégicas como
inibicido Na*K*ATPase (Araki et al., 1989), inibidor de protease (elafina) (Francart et al.,
1997), atividade inibitéria do crescimento (ps20) (Larsen et al., 1998) e atividades
bactericidas (St. Pierre et al, 2008). Em mamiferos, as waprinas parecem estar
relacionadas a maturagdo espermatica no epididimo (Simpson e Nicholas, 2002). Em
serpentes, esta classe de moléculas ja foi descrita nas familias Colubridae e Elapidae,
no entanto sua atividade biol6gica é ainda pouco caracterizada. Acredita-se que as
waprinas apresentam atividade antimicrobiana especifica na inibicdo do crescimento
de bactérias Gram-positivas (Nair et al., 2007).

1.3. Género Micrurus

O género Micrurus Wagler, 1824, juntamente com os géneros Leptomicrurus
Schmidt 1928 e Micruroides Schmidt 1937 sao os representantes da familia Elapidae
nas Américas e sdo conhecidas como serpentes corais verdadeiras. De acordo com
diferencas fenéticas (coloragcao e padrao de distribuicdo dos anéis pretos ao longo do
corpo), as serpentes corais podem ser divididas em quatro grupos: monodal
(sequéncia de faixas vermelha-amarela-preta-amarela-vermelha), triadal da América
Central, triadal da América do Sul e as serpentes corais bicolores (Campbell e Lamar,
2004). O género Micrurus é o mais diverso, com 70 espécies que sdo encontradas
desde a Argentina até o sul dos Estados Unidos (Campbell e Lamar, 2004; Di-
Bernardo et al., 2007).

As serpentes do género Micrurus (micro = pequeno e urus = cauda)
caracterizam-se principalmente por sua coloracdo aposematica viva e contrastante,
apresentam anéis completos em torno do corpo, de cores vivas, vermelhos, brancos
ou amarelos e pretos, geralmente dispostos em triades (preto-amarelo/branco-preto-
amarelo/branco-preto-vermelho) (Roze, 1996). As serpentes corais sdo consideradas
pequenas, 60 cm a 1,60 cm em espécimes adultos de maior porte. O corpo é
recoberto por escamas lisas, a cauda é curta e rolica. A cabeca é oval, recoberta por
placas simétricas, ndo apresentam fossetas loreais, possuem olhos pequenos, pretos,
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quase sempre localizados numa faixa preta da cabeca e pupila eliptica vertical. O
pescogco ndo é bem pronunciado, a musculatura cervical € bem desenvolvida e os
0ssos do cranio sao bastante fortes, adaptados para escavagao. A cinética craniana é
limitada, onde a abertura bucal ndo ultrapassa o angulo de 30% o que repercute
diretamente no tamanho das presas inoculadoras de veneno (cerca de 2,5 mm). A
denticdo das corais é proteréglifa, os dentes inoculadores sao frontais com sulco
anterior por onde escorre o veneno. A injecao de veneno é dificil e superficial, pois a
maxila é fixa, ndo permitindo o deslocamento dos dentes inoculadores. As limitacoes
anatdmicas sdo compensadas por um habito peculiar, o de morder a presa sem soltar,
de forma que o periodo de inoculacdo seja prolongado (Melgarejo, 2003).

As corais sdo animais de habitos fossoriais ou semi-fossoriais, habitando
principalmente a camada superficial do solo, ou sob a serrapilheira que cobre o chéo
das matas. Eventualmente saem a superficie em busca de alimento ou para acasalar,
ou ainda depois de fortes chuvas. Como estratégia de defesa utilizam sua coloracao
aposematica e o comportamento de contorcer bruscamente o corpo, esconder a
cabeca e levantar a cauda enrolada, chamando desta forma a atencéo do predador ou
da presa para cauda (Melgarejo, 2003). Sua dieta é composta principalmente por
serpentes e/ou anfisbenideos (cobras-cega). No entanto, algumas espécies possuem
habitos alimentares bastante peculiares, podendo se alimentar de peixes ou onicéforos
(Jorge da Silva et al., 1991; Jorge da Silva e Aird, 2001).

No Brasil, o género Micrurus é representado por 20 espécies: M. albicinctus,
M.altirostris, M. averyi, M. brasiliensis, M. decoratus, M. filiformis, M. hemprichii, M.
mipartitus, M. ornatissimus, M. paraensis, M. putumayensis, M. silviae, M. tricolor, M.
waehnerorum, M. corallinus, M. frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus, M. spixii e M.
surinamenses, onde as seis Ultimas correspondem as mais comuns e importantes do

ponto de vista da salde publica (Jorge da Silva e Sites 1999; Di-Bernardo et al., 2007).

Os envenenamentos humanos causados por acidentes com serpentes corais
sao relativamente raros devido ao seu habito semi-fossorial, seu comportamento nao
agressivo e suas limitacdes anatdbmicas e funcionais. No Brasil, foram responsaveis
por 0,65% (n=486) dos 75.312 casos dos acidentes ofidicos notificados entre os anos
de 2001 a 2004, sem nenhum caso de morte registrado (Secretaria de Vigilancia em
Saulde, Ministério da Saude do Brasil, 2005, dados nado publicados). As regides
anatdbmicas mais frequentemente atingidas pelas picadas sdo as maos (Bucaretchi et
al., 2006), o que provavelmente reflete 0 manuseio inapropriado ou imprudente destas
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serpentes, ja que as mesmas necessitam de morder, prender e mastigar suas presas

para que possam inocular a peconha (Parrish e Kahn, 1967).

De acordo com as observacoes clinicas o acidente elapidico é caracterizado
como neurotdxico. Os sintomas podem aparecer precocemente, em menos de 1h apés
a picada. O quadro clinico é caracterizado por discreta dor local geralmente
acompanhada de parestesia, nausea, vOmitos, sudorese, fraqueza muscular
progressiva, ptose palpebral, dificuldade de acomodacgéo visual, oftalmoplegia e
anisocoria (facies miastenica), podendo surgir também dificuldades de manutencéo da
posicdo ereta, mialgia localizada ou generalizada e dificuldade de degluticao em
virtude da paralisia do véu palatino. A paralisia flacida da musculatura respiratoria
compromete a ventilagdo, podendo haver evolugdo para insuficiéncia respiratoria
aguda e apnéia (Vital Brazil, 1987; Azevedo-Marques et al., 2003).

Experimentalmente, o veneno de Micrurus apresenta um quadro maior de
atividades. Segundo Vital Brazil (1987) a peconha promove mudangas
neurofisiologicas similares as induzidas pelas neurotoxinas pré e pés-sinapticas nas
jungbes neuromusculares. Sao descritos também efeitos cardiotéxicos, hemoliticos e
miotéxicos (Gutiérrez et al., 1983, 1992).

A peconha das serpentes do género Micrurus é conhecida por sua potente
neurotoxicidade, a qual é mediada por neurotoxinas pré e/ou pdés-sinapticas (Vital
Brazil, 1965). Os venenos das serpentes corais sul-americanas M. lemniscatus, M.
frontalis e M. corallinus atuam sobre a membrana de preparagdes neuromusculares
sem alterar a forga de contragdo muscular em resposta a estimulos diretos e o
potencial de membrana (Vital Brazil e Fontana, 1983/1984). O veneno de M. dumerelli
carinicauda é capaz de promover uma redugdo da amplitude e posterior extingdo dos
potenciais de placa terminal em miniatura (MEPPs) em preparagdo neuromuscular de
mamifero, e também de inibir a resposta a acetilcolina em juncao neuromuscular de
ave, evidenciando assim uma atividade neurotéxica pés-sinaptica (Serafim et al.,
2002). Comportamento semelhante é observado no veneno de M. lemniscatus
carvalhoi que atua preferencialmente nos receptores nicotinicos pds-sinapticos,
interferindo na transmissdo neuromuscular sem afetar as membranas musculares
adjacentes (Cecchini et al., 2005). A atividade neurotdxica do veneno de M. altirostris é
caracterizada por uma forte ligacdo de componentes do veneno a receptores
nicotinicos, com bloqueio neuromuscular irreversivel de acdo predominantemente
subsinaptica e sem envolvimento de atividade enzimatica (Abreu et al., 2008). O
bloqueio neuromuscular induzido pela pegonha de M. frontalis na prepara¢éo nervo
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frénico-diafragma de rato pode ser revertido com o uso de neostigmina, o que faz com
que o uso de drogas anticolinesterasicas possa ser utilizado como terapéutica
alternativa ou complementar a soroterapia (Vital Brazil e Vieira, 1996).

Algumas sequencias de aminodacidos de a-neurotoxinas de Micrurus ja foram
parcial ou completamente identificadas. Micrurus nigrocinctus nigrocinctus | foi a
primeira a-neurotoxina purificada e completamente sequenciada entre os elapideos
das Américas (Rosso et al.,, 1996). Na peconha desta mesma espécie foi identificado
também o N-terminal de neurotoxinas de cadeia curta (Mnn-4 € Mnn-9) e de cadeia
longa (Mnn-3 e Mnn-1A) (Alape-Girén et al., 1996). Francis et al. (1997) descreveram
o isolamento e a regido N-terminal de uma provavel isoforma de neurotoxina pés-
sinaptica do veneno de M. frontalis. Seis peptideos, com motivos estruturais
semelhantes ao das toxinas de trés-digitos, foram isolados e completamente
identificados a partir do veneno de M. surinamensis. Estas neurotoxinas, testadas em
sistema in vitro heterélogo, promoveram o bloqueio dos receptores nicotinicos de
acetilcolina endégenos de peixes e mamiferos (Olamendi-Portugal et al., 2008). A
sequencia completa de uma toxina de cadeia curta e o fragmento N-terminal de outras
cinco a-neurotoxinas foram determinados a partir da peconha de M. pyrrhocryptus
(Dokmetjian et al., 2009).

Varias a-neurotoxinas foram também caracterizadas a partir do veneno de M.
corallinus com o auxilio de uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno e posterior
analise comparativa com os bancos de sequencia de DNA e de proteinas (Oliveira et
al., 2000; Ledo et al., 2009).

A atividade neurotéxica pré-sinaptica geralmente é conferida a PLA2, as quais
podem atuar nas terminacdes nervosas axbnicas, impedindo a liberagdo de
acetilcolina na fenda sinaptica da juncdo neuromuscular de nervos motores. Esta
atividade é descrita em M. corallinus (Vital Brazil 1987; Oliveira et al., 2000) e M.
nigrocinctus (Goularte et al, 1995). Dal Belo e colaboradores (2005a, b),
caracterizaram estrutural e funcionalmente uma nova PLA2 pré-sindptica em M.
dumerelli carinicauda (MiDCA1). A toxina, com baixa atividade enzimatica, induz
alteracao trifasica na resposta contratil e aumento da freqiiéncia dos potenciais de
acao em miniatura. Além disso, o bloqueio neuromuscular é mediado pela ativacao
dos canais de Na" complementado pelo bloqueio dos canais de K*, resultando em uma
despolarizagido permanente da terminagao nervosa, principalmente pré-sinaptica.

Do veneno de M. lemniscatus, foram isoladas quatro PLA2 com atividade
neurotdxica (MIx-8, Mix-9, Mix-11 e Mix-12) capazes de induzir distlrbios
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comportamentais, eletroencefalograficos e degeneragdo neuronal em camundongos.
As Mix sdo potentes convulsivantes, porém com baixa atividade epileptogénica.
Provavelmente essas toxinas ligam-se as membranas neuronais, catalisam a hidrélise
de fosfolipideos que por sua vez causam distirbios na conformagdo da membrana,
gerando aumento da liberagao de neurotransmissores (Oliveira et al., 2008).

A acdo miotdxica pode estar associada a agcdo neurotdxica, ou parcialmente
mascarada por essa. Em camundongos, os danos musculares podem ser observados
por meio de técnicas histoldgicas e dosagem do nivel de creatino-cinase no plasma. A
atividade mionecroética experimental foi evidenciada nos venenos de M. nigrocinctus,
M. alleri, M. frontalis, M. dumerelli carinicauda, M. surinamensis (Gutiérrez et al.,
1983), M. altirostris, M. spixii, M. hemprichi ortoni, M. corallinus, M. albicinctus, M.
ibiboboca (Gutiérrez et al., 1992), M.averyi e M. lemniscatus (Barros et al., 1994).

Segundo Goularte et al. (1995), a mionecrose provocada pelo veneno de M.
nigrocinctus ocorre principalmente no sarcolema, provocando elevacdo do Ca™
citosolico, causando hipercontragdo dos microfilamentos, danos mitocondriais e
ativacao de fosfolipases dependentes de Ca™. Uma fosfolipase do tipo A2 com agao
miotéxica foi isolada a partir deste veneno (Arroyo et al., 1987), mostrando acgao
similar a outros venenos da familia Elapidae (Mebs, 1986).

Efeitos locais como edema e hemorragia sdo bastante estudados nos venenos
de corais. De acordo com Gutiérrez et al. (1983), os venenos de M. nigrocinctus e M.
alleni provenientes da Costa Rica, M. frontalis, M. carinicauda e M. surinamensis da
Coldmbia, ndo induzem edema ou hemorragia. No entanto, Barros et al. (1994)
mostraram que os venenos de Micrurus oriundos da regido Amazénica, exceto M.
surinamensis, nas mesmas doses testadas por Gutiérrez, apresentam intensa
atividade edematogénica. Cechini et al. (2005) comparando a atividade biol6gica e
enzimatica entre diferentes espécies de Micrurus brasileiras, relataram significante
formacao de edema e miotoxicidade inclusive em M. surinamensis. Para Barros et al.
(1994), as diferencas nas atividades miotoxica e edematogénica possivelmente
ocorrem em virtude da variagao geografica entre os espécimes de M. surinamensis.

Segundo Lomonte et al. (1993), as PLA2 tdxicas agem direta ou indiretamente
na formagcdo do edema. A atividade edematogénica em M. frontalis comparavel a de
Bothrops alternatus e a de Crotalus durissus foi detectada por Sanchez et al. (1992).
Ap0s injecao subcutdnea em camundongos, o veneno de M. altirostris também induziu
intensa resposta edematogénica, quando comparado com o0s venenos de M.
lemniscatus, M. frontalis e M. ibiboboca (Moraes et al., 2003).
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A atividade hemorrdgica também é descrita experimentalmente em venenos de
Micrurus. Os venenos de M. brasiliensis, M. lemniscatus, M. pyrrhocryptus, M.
corallinus e M. frontalis causam hemorragia visceral, pulmonar e subendocardica em
ratos (Francis et al., 1997; Jorge da Silva e Bucaretchi, 2003), o veneno de M. fulvius
exibe intensa atividade hemorragica em camundongos (Tan e Ponnudurai, 1992) e o
veneno de M. averyi promove uma discreta hemorragia (Barros et al., 1994).

A pegonha de M. altirostris apresenta intensa atividade hemolitica indireta em
leucocitos humanos, provavelmente relacionada a presenca das PLA2 (Moraes et al.,
2003). Outra evidéncia de alta atividade fosfolipasica é a ruptura de lipossomos. Os
venenos de M. nigrocinctus, M. lemniscatus, M. surinamenses e M. frontalis,
apresentam alta taxa de ruptura de lipossomos, sendo o Ultimo o de maior atividade
fosfolipasica quando comparados entre si (Cechini et al., 2005).

A acdo cardiovascular € também observada nos venenos de M. fulvius (Francis
et al., 1993) e M. frontalis (Francis, et al., 1997). Em M. frontalis, este efeito ocorre
devido a presenca de uma PLA2 com atividade hipotensora (HT) e hemorragica, a

qual ainda nao possui sua estrutura determinada (Francis et al., 1997).

Por meio de técnicas de clonagem, foi identificado um peptideo natriurético na
peconha de M. corallinus, o qual deve desempenhar importante papel durante o
envenenamento por causar vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (Ho
et al., 1997).

Estudos bioquimicos e farmacolégicos com os venenos de Micrurus sao
escassos devido a grande dificuldade de coleta e a manutengdo em cativeiro das
serpentes bem como a pequena quantidade de veneno obtida em cada extragcéo
(Jorge da Silva e Bucaretchi, 2003).

A composi¢cdo dos venenos pode ser influenciada por fatores tais comoa a
origem geografica, sazonalidade, idade, sexo, modo de extragdo, genética e habitos
alimentares dos individuos (Daltry et al., 1996). Diferencas interespecificas foram
determinadas em relacdo a composi¢cdo, a concentragdo enzimatica e a atividade
miotéxica entre as peconhas de Micrurus (Aird e Jorge da Silva, 1991; Gutiérrez et al.,
1992). De acordo com uma comparagao entre 15 diferentes taxa de Micrurus realizada
por Jorge da Silva e Aird (2001), o tipo de presa é um fator de grande relevancia na
composicao enzimatica dos venenos deste género.

Os venenos de algumas espécies de Micrurus exibem baixa atividade

proteasica, fosfodiesterasica e 5’nucleotidasica; atividade L-aminoacido oxidase, L-
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amino&cido desidrogenase, acetilcolinesterasica e leucina aminopeptidasica variavel;
atividade hialuronidasica e fosfolipasica entre moderada e alta, exibindo dessa forma
propriedades biolégicas bastante similares aos venenos dos elapideos da Asia e Africa
(Aird e Jorge da Silva, 1991; Tan e Ponnudurai, 1992).

Por meio de técnicas de clonagem, ja foram identificados um peptideo
natriurético (Ho et al, 1997), uma o-neurotoxina (Oliveira et al., 2000) e uma
fosfolipase basica (Oliveira et al, 2003) a partir da glandula de veneno de M.

corallinus.

1.4. Micrurus frontalis

A serpente M. frontalis é geograficamente distribuida do centro-sul do Brasil até
a Argentina (Campbell e Lamar, 2004). Estas serpentes corais sdo morfologicamente
caracterizadas por possuirem o focinho preto com a borda das escamas brancas. A
cabeca e as escamas frontal, supraoculares e parietal sdo pretas. Ventralmente, a
escama mental, as trés primeiras infralabiais e em alguns casos, as geniais anteriores
sdo brancas com ou sem manchas irregulares. As triadas do corpo variam entre e 10 e
15 e podem seguir dois padrdes: o anel preto mediano mais longo que os pretos
externos ou anéis pretos e brancos semi-iguais (Figura5) (Jorge da Silva e Sites, 1999,
Jorge da Silva, 2007).

Estudos com a peconha de M. frontalis revelam uma composi¢cdo bastante
complexa. De acordo com separagdes cromatograficas por exclusao molecular (coluna
Superose 12), o veneno deste elapideo apresenta um nimero maior de fragdes (10)
do que aquele das demais Micrurus investigadas (3 - 6 fracdes) (Jorge da Silva et al.,
1991). Francis et al. (1997), encontraram a mesma quantidade de fragdes (utilizando
uma coluna Sephacryl S-200 HR), no entanto, quando a fracdo 5 foi recromatografada,
foram encontradas cerca de 20 proteinas, dentre as quais foram identificadas uma
fosfolipase hemorragica/hipotensora e o N-terminal de uma neurotoxina de agéo pos-
sinaptica. Algumas das demais fragbes ndo apresentaram atividade em camundongos,
porém, ndo se descarta a hipétese de que as mesmas possam ser toxicas para outros
animais, uma vez que a serpente em estudo é ofiéfaga, isto é, se alimentam de

serpentes (Daltry et al., 1996; Francis et al., 1998).
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Figura 5. Espécime de Micrurus frontalis procedente do estado de Goias. Foto:
Nelson Jorge da Silva Jr.

O veneno da serpente M. frontalis do estado de Goiés, apresenta alta toxicidade
e significativa formagcao de edema além de atividade miotéxica (Cechini et al., 2005).
Em ratos, este mesmo veneno causa hemorragia visceral, pulmonar e subendocardica
e em camundongos provoca hipotensao (Francis et al., 1997). No entanto, Sanchez e
colaboradores (1992) ndo detectaram atividade miotdxica, hemorragica, necrosante e
proteolitica no veneno de M. frontalis procedente de Minas Gerais, 0 que pode ser

uma evidencia de variagado geografica nos venenos desta espécie.

Alguns componentes dos venenos de Micrurus apresentam fungbes especificas
na acao total do veneno, enquanto que outros se exercem alguma funcéo, essa ainda
nao foi elucidada (Jorge da Silva e Bucaretchi, 2003). Apesar de algumas atividades
enzimaticas e biolégicas ja terem sido descritas e de algumas substancias terem sido
isoladas e parcialmente caracterizadas, ainda existe no veneno de M. frontalis uma
grande quantidade de compostos desconhecidos. Até o0 momento, nenhum estudo
com o veneno de M. frontalis foi realizado com profundidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho é identificar e caracterizar estruturalmente e
bioquimicamente moléculas isoladas a partir do veneno da serpente coral Micrurus

frontalis.

2.2. Objetivos Especificos

e Purificar e caracterizar estrutural a bioquimicamente os componentes protéicos,
de maior absorbancia em 216 nm, do veneno de M. frontalis;

e Determinar a estrutura primaria, por sequenciamento De novo e degradacao de

Edman, dos componentes protéicos purificados;

¢ |dentificar a atividade bioldgica dos componentes protéicos purificados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Veneno

O veneno de M. frontalis, foi gentilmente cedido pelo Centro de Estudos e
Pesquisas Biologicas (CEPB) da Universidade Catdlica de Goias (UCG). A peconha,
proveniente de serpentes capturadas no Estado de Goias (n=5), foi extraida segundo
o procedimento descrito por Aird e Jorge da Silva (1991). O veneno foi coletado em
tubos microcapilares de 25 a 70 pL, imediatamente congelado, submetido a liofilizagao
e mantido a -20°C até o momento de uso.

3.2. Purificacao

A separacao inicial dos componentes do veneno foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) (Class LC-10VP,
Shimadzu Co., Japéo). Dois miligramas do veneno foram diluidos em 500 pL de agua
Milli-Q contendo acido trifluoroacético (TFA) 0,1% e aplicados em coluna de fase
reversa semipreparativa C, (Vydac 214TP1010, Estados Unidos) (5 um; 10 x 250 mm).
A coluna foi previamente lavada com solvente B (acetonitrila contendo 0,1 % TFA,
ambos grau HPLC — TFA, v/v) e equilibrada com solvente A (agua Milli-Q contendo 0,1
% de TFA, v/v). As fragbes foram eluidas durante 120 min sob gradiente linear de
solvente B (99,9% acetonitrila + 0.1% TFA) variando de 5 a 95% com fluxo continuo
de 2.5 mL/min.

Outro fracionamento do veneno bruto foi realizado utilizando coluna do tipo
URPC C.Cig ST 4,6/100 (Amersham Biosciences, Suécia). Nesta separagdo foram
utilizadas diferentes concentracées de TFA nos solventes, solvente A’ (agua Milli-Q +
0,065% de TFA, grau HPLC) e solvente B’ (acetonitrila + 0,05% TFA, ambos grau
HPLC). A coluna foi previamente lavada com solvente B’ e equilibrada com solvente A’
sob gradiente isocratico em um fluxo de 0,08 mL/min. As fracbes foram eluidas sob
gradiente de 5 a 80% de acetonitrila (com 0,05% TFA) em 60 min, com fluxo continuo
de 0,08 mL/min.

As fracbes contendo os componentes com maior absorbancia no comprimento
de onda de 216 nm foram recromatografadas utilizando colunas analiticas do tipo Cs
(Vydac 218TP54, Estados Unidos) (5 um, 4.6 x 250 mm) e/ou Source 5RPC ST 150 x
4,6 mm, (poliestireno/divinil benzeno) (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia) com
fluxo de 1,0 mL/min. Para uma separagdo mais eficiente dos componentes do veneno
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foi também utilizada cromatografia liquida ultra rapida de alta eficiéncia — UFLC
(Prominence UFLC, Shimadzu Co., Japao) em coluna C;g Shim-pack XR-ODS (3,0 x
50 mm) (Shimadzu Co., Japao) fluxo de 0,4 mL/min e temperatura controlada na faixa
de 40 °C. Em todos os passos cromatograficos foram utilizados gradientes otimizados.

Todos os experimentos foram monitorados em dois comprimentos de onda 216 e
280 nm. As fragbes foram coletadas manualmente, congeladas, liofilizadas e mantidas
a-20°C.

3.3. Analise da massa molecular

A pureza e a massa molecular dos polipeptideos provenientes das
cromatografias de fase reversa foram determinadas por espectrometria de massa do
tipo electrospray (HCT — Ultra ETD I, Bruker Daltonics, Billerica, USA), por MALDI-
TOF/MS equipado com laser SmartBeam™ (Ultraflex Ill, Bruker Daltonics, Billerica,
MA) e MALDI Synapt HDMS (Waters Co. Manchester, UK).

Aliquotas das fragdes 5, 6, 10 e 12 provenientes da cromatografia com coluna
semipreparativa C4 e da fragcdo 7 proveniente da cromatografia com coluna C,Cqg
foram diluidas em agua Milli-Q, acrescentadas a uma solu¢do saturada de matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico na proporcao de 1:3, aplicadas em placa de MALDI-

TOF/TOF e cristalizadas a temperatura ambiente.

Os dados de MS obtidos em MALDI-TOF/TOF foram controlados pelo software
FlexControl 3.0. Os espectros foram adquiridos nos modos linear e/ou refletido,
utilizando calibragdo externa. Para o modo linear, a calibragdo ocorreu com um padrao
compreendendo uma mistura de proteinas Bruker ndmero 5 (insulina, ubiquitina,
citocromo C, mioglobina, citocromo C [M+2H]* e mioglobina [M+2H]*), enquanto que a
calibragcao no modo refletido foi realizada com calibrante Bruker nimero 4 (bradicinina,
angiotensinas | e I, substancia P, bombesina, substrato renina, ACTH (1-17), insulina).
Os espectros de massa foram adquiridos com 1000 disparos de laser, a uma
frequéncia de 100 Hz e deteccao de massa nas faixas de 2000-6000 Da e 6000-20000
Da para os modos refletido e linear, respectivamente.

Na identificacdo da massa molecular por ESI, as amostras foram diluidas em
solugcdo de acetonitrila 50% contendo &cido férmico 0,1%. Os espectros foram
adquiridos em modo W com a selecdo de ions positivos. A voltagem do capilar foi
ajustada para 1,7 kV e a do cone para 30 V. A deteccao dos espectros foi realizada na
faixa de massa m/z 300-3000 Da.
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3.4. Quantificacao dos residuos de cisteina

O numero de ligagbes dissulfeto foi obtido apdés reducdo das cisteinas e
alquilagao dos polipeptideos nativos. A redugao ocorreu em presenga de DTT (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) 50 mM ressuspendido em bicarbonato de aménio 100 mM pH
8,0. A reacao foi incubada por 1 h a 70 °C. Imediatamente apds a redugéo, as
amostras foram alquiladas, com o acréscimo de iodoacetamida 50 mM (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) e incubadas a 37 °C por 1h em auséncia de luz. Apds reducao e
alquilacdo, as amostras foram dessalinizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em coluna analitica Cig (218TP54 Grace Vydac, USA) em gradiente linear
de acetonitrila 5-95% em 120 minutos. A massa molecular das amostras reduzidas e
alquiladas foi determinada por ESI e MALDI-TOF/MS.

O numero de residuos de cisteinas modificadas foi estimado pela formula:

Malg — Mnat

Onde:

Nc: ndmero de residuos de cisteina

Malg: massa molecular da amostra reduzida e alquilada
Mnat: massa molecular da amostra nativa

57,1: massa molecular em Daltons correspondente a carbamidometilagdo com
iodoacetamida.

3.5. Tratamento enzimatico

Para identificacdo da estrutura primaria, as toxinas foram primeiramente
reduzidas e alquiladas, como descritas anteriormente, e depois submetidas a
tratamento enzimatico. Cinco endoproteases diferentes foram utilizadas: Asp-N, Glu-C,
Lys-C, quimotripsina e tripsina. Todas as clivagens enzimaticas foram realizadas de
acordo com Aitken et al., 1988.

= Asp-N (Roche Applied Science, Alemanha) — Nesta hidrélise enzimatica a
amostra foi diluida em fosfato de sédio 50 mM pH 8,0. Dez microlitros da
enzima (ressuspendida conforme instru¢des do fabricante) foram adicionados a
amostra e incubados a 37 °C por 2 horas.
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» Glu-C (Roche Applied Science, Alemanha) — Cerca de 20 uL da enzima,
solubilizada segundo as instrugbes do fabricante, foram adicionados as
amostras. Estas, foram diluidas em bicarbonato de aménio 0,1 M pH 8,0 numa
concentracao final de 10 mg/mL. A reagao ocorreu a 37 °C overnight, sob

constante agitagao.

» [ys-C (Roche Applied Science, Alemanha) - No tratamento com Lys-C as
amostras foram solubilizadas em bicarbonato de aménio 0,1 M em pH 8,0.
Foram adicionados 20 pL da enzima e as solugdes incubadas por 24 h a 37 °C

sob agitacao.

= Quimotripsina (Roche Applied Science, Alemanha) — Dez microlitros de enzima
foram adicionados a amostra previamente dissolvida em Tris-HCI, pH 7,8. A
reagao ocorreu sob agitagao a 37 °C overnight.

» Tripsina (Pierce Chemical, USA) — A tripsina imobilizada foi utilizada apés
sucessivas lavagens com bicarbonato de amoénio 10 mM. As amostras foram
ressuspendidas em bicarbonato de aménio 0,1 M em pH 8,0 e 10 pL de tripsina
foram acrescidos a esta solucéo. A reacao foi incubada a 37 °C por 3 h sob
agitacao constante.

Apos os tratamentos, as amostras foram imediatamente levadas a cromatografia
liquida em coluna analitica do tipo Cis (218TP54 Grace Vydac, USA), para a
separacdo dos peptideos gerados pela digestdo. As fragdes foram eluidas em
gradiente linear de 5 a 95% de acetonitrila com TFA 0,1%, monitoradas em 216 e
280nm, coletadas manualmente e liofilizadas.

A massa molecular dos fragmentos digeridos foi determinada por ESI e MALDI-
TOF/MS.

3.6. Sequenciamento da Estrutura Primaria

3.6.1. Degradacao de Edman

As fragdes purificadas nativas, reduzidas/alquiladas e os fragmentos gerados
apoés o tratamento enzimatico foram sequenciados automaticamente pelo método de
degradacdo de Edman em um Sequenciador de Proteinas e Peptideos PPSQ-23
(Shimadzu Co., Japao), conforme instrugdes do fabricante.
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3.6.2. De novo

A sequencia de alguns fragmentos gerados apds o tratamento enzimatico foi
determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. O modo MS/MS, visando
a fragmentacao dos ions precursores (TOF-TOF), foi realizado por meio de aceleracao
dos precursores de 8kV. A fragmentagcdo dos ions ocorreu na célula de LIFT com
aceleragao de 19kV. A seqiiéncia priméria dos peptideos foi interpretada manualmente
por sequenciamento De novo dos espectros obtidos nas analises de MS/MS. Os
espectros foram processados e visualizados utilizando o software FlexAnalysis 3.0.

3.7. Analise das sequencias primarias obtidas

As sequencias de aminoacidos das proteinas e peptideos foram comparadas
com outras sequencias disponiveis em bancos de dados por meio do programa
MPsrch (http://www.ebi.ac.uk/MPsrch/). Os alinhamentos das sequencias foram
realizados pela ferramenta de multiplos alinhamentos Clustal W disponivel no software
Bioedit v.7.0.4.1..

3.8. Atividade Neurotoxica

Os experimentos eletrofisiologicos foram realizados em colaboracdo com o Dr.
Paulo Sérgio Lacerda Beirdo e a Dra. Ligia Aradjo Naves Kushmerick, ambos da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os procedimentos utilizados nos testes foram
de acordo com os principios éticos de experimentagcdo animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram conduzidos segundo
protocolos previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA — UFMG).

Ras (Rana catesbeiana) de ambos os sexos, com peso entre 70 a 90 g foram
utilizadas. Estes animais foram mantidos no Laboratério de Eletrofisiologia Celular da
UFMG, em tanque com agua corrente e alimentados com insetos uma vez por
semana. As ras foram sacrificadas por decapitacdo e o musculo peitoral cutaneo foi
fixado, com auxilio de alfinetes entomolégicos, em uma camara de acrilico de 5,0 mL
revestida de silicone (“Dow Corning Sylgard”, E.U.A.), contendo solugao nutridora de
Ringer (NaCl 115 mM; KCI 2,5 mM; CaCl, 1,8 mM; e HEPES 5 mM) pH 7.4. A
preparacao foi mantida a temperatura ambiente (20 - 25 °C).

O potencial de placa terminal em miniatura (MEPP) foi medido utilizando a
técnica de currrent clamp, que mensura o potencial de membrana. Os MEPPs foram
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registrados por meio do empalamento intracelular de microeletrodos de borosilicato
(preparados com auxilio do estirador de pipetas modelo PN-30, Narishige, Japao) na
regido terminal da placa motora da fibra muscular, com auxilio de micromanipulador
(World Precision Instruments, Sarasota, E.U.A). Para conexao elétrica com o interior
da célula, os microeletrodos foram preenchidos com KCI 3 M e foram confeccionados
com resisténcia entre 5-15 MQ.

A diferenga de potencial transmembrana foi captada por um eletrodo de registro
em relacdo ao eletrodo de aterramento, presente na solugdo. Os potenciais foram
captados por intermédio de amplificador (10 vezes) de sinal (Dagan Co., Minneapolis,
USA) e observados em osciloscépio (Tektronix, Oregon, E.U.A). O sinal foi
adicionalmente amplificado 1000 vezes por um segundo amplificador (Ectron 750,
Ectron Co., California, E.U.A). A digitalizacao dos dados foi realizada por um conversor
A/D (LabMaster, Axon Instruments, California, E.U.A) acoplado a um computador
munido de software para aquisicdo de dados (Strathclyde Electrophysiology Software,
Glasgow, Escdcia). Para analise dos dados foi utilizado o programa ClampFit versao
9.2.

Para verificar os efeitos das neurotoxinas do veneno de M. frontalis sobre os
MEPPs, as neurotoxinas foram solubilizadas em agua Milli-Q, aliquotadas em
diferentes concentracdes (0,5; 1,0 e 2,0 uM) e aplicadas diretamente no banho. Na
tentativa de reversao do bloqueio provocado pelas toxinas na jungdo neuromuscular, a
preparacao foi submetida a lavagem com solugéo de Ringer por no minimo 30 minutos
a 5,0 mL/min. O tamanho dos potenciais em miniatura (MEPP) foi medido apds
corre¢cao com o potencial de membrana padréo de -90 mV, de acordo com método
descrito por Katz e Thesleff (1957). Para avaliar a significancia estatistica no tamanho
e frequencia dos MEPPs, cada fibra foi seu proprio controle. Como controle foi
registrado uma média de 100 MEPPs antes da aplicagdo das toxinas. Na presenca
das neurotoxinas na preparacgao, cerca de pelo menos 34 eventos foram registrados
em diferentes intervalos de tempo (5 a 60 min). A d-tubocurarina, antagonista dos

receptores nicotinicos de acetilcolina, foi utilizada como controle positivo.

Para cada experimento, foi calculada a média e os intervalos de confianca de
95%, de acordo com a distribuicdo de t de Student. Os dados foram considerados
estatisticamente diferentes quando se apresentavam fora do intervalo de confiancga.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacao geral do veneno da serpente M. frontalis

O veneno bruto de M. frontalis foi inicialmente separado por cromatografia
liquida em coluna C, semipreparativa (Figura 6A) e em coluna C,Cs (Figura 6B). Em
ambas as metodologias, os componentes foram eluidos entre 20 e 60% de ACN +
TFA 0,1% (Figura 6). As massas moleculares foram identificadas por espectrometria
de massa do tipo MALDI-TOF em modo linear. As massas identificadas variaram entre
3000 e 60000Da, sendo que a maioria delas esta entre a faixa de 6000 a 15000Da
(Tabela 1).
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Figura 6. Perfis cromatograficos do veneno bruto da serpente M. frontalis em coluna
semi-preparativa C, (A) e analitica C,Cys (B). O veneno, solubilizado em TFA 0,1%, foi
eluido sob gradiente linear de acetonitrila (99,9% ACN + 0,1% TFA) por 100 min. A
absorbancia foi monitorada nos comprimentos de onda 216 e 280 nm. As fragdes 5, 6, 10,
12 (A) e 7 (B) foram selecionadas para posterior purificagao e sequenciamento da estrutura
primaria.
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Tabela 1. Lista das massas moleculares médias encontradas no veneno da serpente
Micrurus frontalis adquiridas por MALDI-TOF-TOF em modo de aquisi¢ao linear.

Tempo
de [M + H]*
retencao
23,75 6875,6 7021
24,37 2168,7 2262,5 2291,8 2453,8 3316,9 3373 3385,2
6785,7 6933,7 18576,4 20410,8 22217,9 23848,8  24993,1
25782,3 27221,9 331542  34047,4  40363,5 40516
27,39 6524,1 6566,3 6671 6952,1 7097.,4
27,93 17752,9 21198,3  24674,2 28191,7 31711,4  35286,5 38829,3
46006,2 53229,8 60501,6
28,86 3709,5 7261,3 7411,8
29,16 3275,3 6508,3 6552 6588,3 6642,3 6697,4 6740,6
7327,3 13098,2 19662,9  22946,1 26223,4  32783,3  39341,7
45878,2 17765,8  21234,1 24693 28245,1 31740,3 35356
38868,3 46047,2  53278,9
30,35 3162,1 3177,8 32411 3276,9 3298,1 3369,2 3466,3
6325,3 6357 6394,4 6538 6555,6 6592,6 171114
19213,9 20556,8 224958 23798,2 25619,2 27370,6  30654,5
32029,7 34299,6  37556,9 38440,9 445227 448539 51534,5
58573,2
31,13 3120,7 3168,7 3464,8 3570,3 3577,6 6242,7 6388,3
6554,1 7157,3 17750,3 18708,3 187352 19654,7 196642
20573 214923  23373,7 243412 249856 25309,7 25905,4
26823,2 27743,9 31033 31236,8 321553  33074,1
31,7 5750,6 6244,8 6316,1 6497,2 6556,6 6924,3 7159,7
7173,8 7285,7 7415,2 76744
32,08 7036,4 6552,2
32,41 6644 6552,3 6757,8 6884
32,94 3641,5 3705,5 5745,8 7280,6 7410,2
33,8 2975,5 2976,5 3202,1 3440,8 3577,4 6406,6 6552,1
6694,3 6744,8 6882 7026,6 7170,2 7410,9 19322,8
26527,2 34063,6
35,64 6731,6 6877,4 13459,2  18308,1 20199,2  20660,6 21852
25428,2 26934,2  32666,8 33667,9 39994,6 404056 473915
38,55 6552,5 6723,5 6794,9 7097,9 7163,6 7519,8 12887,8
13444.,6 18361,9 18732,9  19139,7 20231 20585,4  20987,6
22266,4 25453,6  26954,7 293745  33212,1 40035,6  40423,9
47607,2 54850,1
40,2 6553,5 6653,9 6771,2 6843,3 7189,6 111354 11169
13103,3 13305 13538,8 20554,8 22339,8 22761 24686,2
251446 26658 27649,7  34647,7  44624,8 492326
41,43 5325,7 71416 7286,8 177045 18281,5  19599,1 20749,6
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Tempo

de [M + H]*
retencao

25312,7 25786,8

42,34 5329,5 5345,4 6669,9 6742,7 13338,1 13483,1 18111,4
18670,5 20007,6 244731 25168 26689,5 30861,8 32031,8
32334,2 39596,4  40042,2 53406,2 54163,8

42,9 5327,4 6641,6 6677,6 13279,5 13351,4 181014  18681,1
19988,6 20871 22968,3 246131 25140,6  26660,8 30846,3
39544,1 39879,6

43,26 2107,9 2663,2 2882,8 4093,9 4446,9 4448.,6 5327,1
6152,1 6223,8 6673,1 6745,9 12301 12443,8 133442
13489,4 17151 17630,3 18144,7 22969,7 24080,3 251921
27931,2 37350,7 38508,3 39632,3

43,62 5329,2 6675,5 6748,6 79545 13350,8 134959  15905,2
17689,7 18888,5 19796,2 20047,2 213758 252059 25702,1
26713,8 27984 292756  31034,4  34130,5 35043,2 36999,1
37689,3

45,03 6758,2 6871 13514,7 137415 18517 20194 20388,5
25686,9 27174,1 29010 30231,4  33017,7  40400,3 40760
43694,9 54267,2  55341,9

45,39 6725,9 13450,8

45,88 6754,4 6827,1 13512,8 18361,6  20253,8 20727,3 255104
27019,2 32778,2  33784,7 401191 40541,3 54067,6 549879
69977,3

51,99 5700,8 6396,6 6555,7 6747,7 7643,3 11463,2 11601,2
11781,5 154653 15694,5 211855 21467,2 218256  22930,3
23071,2 23194,6  23544,5 30141,9 464374 47054,7 47289,6
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4.2. Componentes identificados

4.2.1. Neurotoxinas

4.2.1.1. Isolamento e purificacao das neurotoxinas

A separacdo inicial do veneno da serpente M. frontalis em coluna semi-
preparativa C, e analitica C,Cis gerou cerca de 30 fracbes em cada método
cromatografico utilizado. As fragdes eluidas entre 30-35% de acetonitrila, com
componentes de massa molecular entre 6000 — 8000 Da, foram analisadas mais
detalhadamente, por apresentarem caracteristicas, como massa molecular e tempo de
retencdo, semelhantes as neurotoxinas isoladas em elapideos. As fragbes com
absorbancia acima de 0,75 UA e que nao apresentavam componente molecular Unico
foram selecionadas para posterior purificacdo (Figura 6A). A fracdo 7 da separacao
cromatografica realizada em coluna C.,C,g (Figura 6B), apesar de ndo ser muito
abundante, foi também selecionada por apresentar um componente de massa

molecular diferente dos encontrados na cromatografia semi-preparativa em coluna C,.

Fracido 5

A fragdo 5 da cromatografia semi-preparativa em coluna C4 foi submetida a
recromatografia analitica em coluna Cqs. A completa separagdo dos componentes se
deu com o uso do gradiente de eluigao entre 20-30% de acetonitrila em 30 min (Figura
7). A pureza e a massa molecular de cada componente foram determinadas por
espectrometria de massa com ionizacdo do tipo electrospray (ESI). As massas
moleculares monoisotépicas identificadas foram [M+H]" = 7032,8 (Figura 8) e [M+H]" =
6548,9.
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Figura 7. Perfil cromatografico analitico da fracao 5 do veneno de M. frontalis. A
fracao foi purificada em coluna C,g analitica, fluxo 1,0 mL/min com gradiente otimizado
entre 20-30% de acetonitrila contendo TFA 0,1%. A absorbéancia foi monitorada em
dois comprimentos de onda, 216 e 280 nm.

[M+7H]*
1006,1

[M+6H]*
%1 1173,7

Figura 8. Espectro de massa molecular do componente 1 da fracdo 5 do veneno
de M. frontalis. A série de ions multicarregados, mostra uma proteina com [M+H]* =
7032,8. O espectro de massa foi adquirido por ionizagao electrospray (ESI) em
espectrdmetro de massa Synapt MS System (Waters, Manchester, UK) operado em
modo W a um fluxo de 2 pL/min.
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Fracao 6

As duas sub-fragbes observadas apds a recromatografia da fragdo 6 em coluna
analitica Cig (Figura 9A) foram eluidas no mesmo gradiente de acetonitrila utilizado
anteriormente. A fragdo de maior absorbancia, quando submetida ao teste de
averiguacdo de pureza por espectrometria de massa, revelou a presenca de trés
componentes diferentes. A completa separagdo das provaveis isoformas foi possivel
somente ap6s um terceiro passo cromatografico utilizando cromatografia liquida ultra-
rapida (UFLC) em coluna analitica Cig Shim-pack XR-ODS, sob temperatura
controlada a 40 °C e fluxo 0,4 mL/min (Figura 9B). Foram identificadas, por ESI, a
massa [M+H]'=6642,8 para o componente 1 e [M+H]'=6548,9 para o segundo
componente (Figura 10). A subfracdo 2 das fracées 5 e 6 correspondem ao mesmo
componente e foram estudadas juntas.
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Figura 9. Purificacao dos componentes presentes na fracdo 6 do veneno de M.
frontalis. (A) A fracdo foi aplicada em coluna Cig analitica, fluxo 1,0 mL/min com
gradiente entre 20-30% de acetonitrila com TFA 0,1%. (B) O componente de maior
absorbancia foi submetido a cromatografia liquida ultra-rapida (UFLC) em coluna Cig
Shim-pack XR-ODS, a 40 °C, fluxo 0,4 mL/min. Nos dois passos cromatograficos a
absorbancia foi monitorada em 216 € 280 nm.
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Figura 10. Massa molecular dos componentes 1 (A) e 2 (B) da fracao 6 do veneno
de M. frontalis. As séries de ions multicarregados, mostram proteinas com [M+H]" =
6642,8 (A) e [M+H]" = 6548,9 (B). Os espectros de massa foram adquiridos por
ionizagao electrospray (ESI) em espectréometro de massa HCT-Ultra ETD Il (Bruker
Daltonics, Billerica, EUA) (A) e Synapt MS System (Waters, Manchester, UK) (B).
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Fracao 10

A fracdo 10 da cromatografia semi-preparativa em coluna C, (Figura 6A) foi
submetida a recromatografia analitica em coluna Cig (Figura 11A). Quatro provaveis
isoformas foram encontradas nesta fracao, no entanto, o componente majoritario pode
ser purificado apenas com um segundo passo cromatografico analitico com gradiente
de eluicdo otimizado entre 25-35% de acetonitrila (Figura 11A). A pureza e a massa
molecular foram determinadas por espectrometria de massa do tipo ESI em HCT-Ultra
ETD Il. A massa molecular identificada foi [M+H]" = 7411,3 (Figura 11B).
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Figura 11. Perfil cromatografico analitico e massa molecular da fracao 10 do
veneno de M. frontalis. (A) A fracao foi purificada em coluna Cg analitica, fluxo 1,0
mL/min com gradiente entre 25-35% de acetonitrila contendo TFA 0,1%. A
absorbancia foi monitorada em 216 e 280 nm. (B) Série de ions multicarregados,
mostrando uma proteina com massa molecular média de [M+H]" = 7411,3. O espectro
de massa foi adquirido por ionizacao electrospray (ESI) em espectrébmetro de massa
HCT-Ultra ETD |l (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).
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Fracdo 12

Para a completa purificacdo da fracdo 12, proveniente da cromatografia em
coluna C4 semi-preparativa (Figura 6A), foram necessarios dois passos
cromatograficos analiticos em colunas do tipo Cyg (Figura 12A) e Source 5RPC (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia) (Figura 12B) com gradiente de eluicao entre 30 —
40% de acetonitrila. A massa molecular monoisotépica do componente majoritario,
determinada por espectrometria de massa do tipo electrospray em espectrdmetro
Synapt MS System (HCT, Bruker), foi [M+H]* = 7166,1 (Figura 12C).
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Figura 12. Purificacdo e massa molecular da fracao 12 do veneno de M. frontalis.
(A) (A) A fragao foi aplicada em coluna Cyg analitica, com gradiente entre 30-40% de
acetonitrila com TFA 0,1%. (B) O componente mais intenso foi recromatografado em
coluna Source 5RPC. Nos dois passos cromatograficos a absorbancia foi monitorada
em 216 e 280 nm e fluxo 1 mL/min. (C) Série de ions multicarregados, mostrando uma
proteina com [M+H]" = 7166,1. O espectro foi adquirido por ionizagdo electrospray em
espectrdmetro de massa Synapt MS System (Waters, Manchester, UK).
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Fracao 7

A fragdo 7 da cromatografia analitica em coluna C,C+g (Figura 6B) foi submetida
a recromatografia analitica em coluna Ci3. O componente mais intenso foi purificado
apds segundo passo cromatografico analitico com gradiente de eluicdo otimizado
entre 30-35% de acetonitrila contendo TFA 0,1% (Figura 13A). A pureza e a massa
molecular foram determinadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/MS
(Ultraflex 1ll, Bruker Daltonics, Billerica, MA). A massa molecular monoisotdpica
identificada foi [M+H]* = 7327,3 (Figura 13B).
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Figura 13. Perfil cromatografico analitico e massa molecular da fracao 7 do
veneno de M. frontalis. (A) A fragao foi purificada em coluna C;g analitica, fluxo 1,0
mL/min com gradiente entre 30-35% de acetonitrila contendo TFA 0,1%. A
absorbancia foi monitorada em 216 e 280 nm. (B) Espectro de massa molecular do
componente majoritario da fragao 7 adquirido em MALDI-TOF/MS equipado com laser
SmartBeam™ (Ultraflex IIl, Bruker Daltonics, Billerica, MA).
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4.2.1.2. Numero de residuos de cisteina

O numero de residuos de cisteinas das fracoes purificadas foi determinado apds
redugdo das ligagbes dissulfeto com DTT e alquilagdo das cisteinas com
iodoacetamida. Os polipeptideos modificados foram obtidos apds purificacdo em
coluna Cyg analitica (Figura 14A a 14F) e as massas moleculares foram determinadas
por espectrometria de massa do tipo MALDI e/ou ESI. As fragbes 10 e 12
apresentaram 10 residuos de cisteinas enquanto que as demais neurotoxinas
mostraram um acréscimo de massa correspondente a 8 residuos de cisteina
alquilados com iodoacetamida. A massa molecular das toxinas nativas e
reduzidas/alquiladas bem como o conteldo de residuos de cisteina estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Massa molecular monoisotopica e nimero de residuos de cisteina das
neurotoxinas purificadas a partir do veneno da serpente M. frontalis.

Fracao [M+H]* [M+H]* N2 de residuos
nativa (Red_Alq) de cisteina
5 7032,8 7496,2 8
6.1 6642,8 7098,8 8
6.2 6548,9 7013,2 8
10 7411,3 7996,6 10
12 7166,1 7746,4 10
7 73274 7790,8 8
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Figura 14. Purificacao das fragcoes 6.1 (A), 6.2 (B), 5 (C), 10 (D), 12 (E) e 7 (F) apds
reducao e alquilacdao. As fragcdes modificadas foram submetidas a cromatografia
liquida analitica em coluna C,g sob gradiente linear de acetonitrila (99,9% ACN + 0,1%
TFA) por 120 min. A fragcao 6.1 (A) foi purificada por cromatografia liquida ultra-rapida
(UFLC) em coluna Cig Shim-pack XR-ODS, sob gradiente linear de acetonitrila, fluxo
0,4 mL/min. Em todos os experimentos a absorbancia foi monitorada em 216 e 280

nm.
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4.2.1.3. Determinacao e analise da estrutura primaria

A estrutura primaria das toxinas foi determinada por meio de sequenciamento N-
terminal automatico por degradacdo de Edman e segilienciamento por MS/MS. Em
alguns casos, a sequéncia das proteinas sé foi determinada apés digestdao enzimatica.
Os peptideos gerados com a protedlise foram separados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em coluna C4g sob as mesmas condi¢des descritas para purificagdo dos
polipeptideos apds reducao e alquilacao.

As toxinas identificadas apresentaram alta similaridade com neurotoxinas da
familia de trés digitos e receberam o nome de Frontoxinas (FTx) em mencao a espécie
de serpente da qual foram isoladas. Ja a sequencia numérica diz respeito a ordem de
identificacdo de cada uma delas.

Fracao 6.1 — Frontoxina | (FTx I)

A sequéncia parcial do componente 1 da fracdo 6 (Figura 9B) foi determinada
apés reducao/alquilacio e tratamento enzimatico com endoproteinase Glu-C (Figura
16). Os 56 residuos de aminoacidos iniciais foram confirmados por meio da
sobreposicao de trés fragmentos gerados pela digestdo enzimatica (Figura 15). As
massas moleculares, calculada e experimental, dos peptideos gerados na protedlise
estdo apresentadas na Tabela 3.

—— Sequenciamento direto
—Glu-C

10 20 30 40 50
MICYNHQSSE PPTTKTCSEG QCYEKSWSDH RGTITIERGCA CPNVEPGVEI ICCRSC

L

-~ >

Figura 15. Estrutura primaria parcial da FTx I. A sequéncia de aminodcidos foi
obtida por degradacido de Edman apéds reducgéo, alquilagdo e tratamento enzimatico
com a endoproteinase Glu-C.
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Figura 16. Purificacao dos peptideos oriundos da digestao enzimatica da fragcao
6.1 com endoproteinase Glu-C. Apés digestao enzimatica com Glu-C, a fracdo 6.1 foi
submetida a cromatografia liquida analitica em coluna Cig sob gradiente linear de
acetonitrila (99,9% ACN + 0,1% TFA), fluxo 1,0 mL/min, por 120 min. A absorbancia foi
monitorada em 216 e 280 nm. Os picos marcados correspondem aos peptideos
utilizados no sequenciamento da neurotoxina.

Tabela 3. Fragmentos peptidicos provenientes do tratamento enzimatico da fracdo 6.1
do veneno de M. frontalis com Glu-C. A massa molecular experimental foi obtida por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.

Enzima de clivagem Fragao Sequéncia [M+H]" calculada* [M+H]*
Nativa Modificada Exp.

Glu-C 5 RGCACPNVKPGVKIICCRSC 2107,0 2392,1 2392,3

Glu-C 11 EGQCYKKSWSDHRGTIIE 2137,0 2194,0 2194,3

Glu-C 13 MICYNHQSSEPPTTKTCSE 2155,9 2269,9 2270,1

* A massa molecular calculada foi determinada in silico, utilizando o programa PeptideMass disponivel na
plataforma Expasy (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html ).

Por degradacdo de Edman, os quatro ultimos residuos da regidao C-terminal
foram detectados com ambigiiidade devido a quantidade insuficiente de amostra e/ou
interferéncia de subprodutos. Quando comparado com outras sequencias de
neurotoxinas do género Micrurus, observou-se que a regido considerada ambigua, era
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conservada com a presenga de dois residuos de cisteina. Assim, esta regiao da
sequencia foi determinada por similaridade e necessita ainda de confirmacdo. O
sequenciamento completo, bem como a confirmagdo dos Ultimos residuos de
aminoacidos, nao foi realizado em virtude da falta de material (veneno bruto) e

amostra purificada.

A sequéncia primaria parcial da Frontoxina | apresentou alta identidade com
neurotoxinas de cadeia curta da familia de trés digitos presente em elapideos (Figura
17). FTx | é 90% idéntica a neurotoxinas de cadeia curta de M. surinamensis
(Olamendi-Portugal et al., 2008) e M. pyrrhocryptus (Dokmetjian, et al., 2009), 76%

idéntica a a-neurotoxina de M. nigrocinctus (Rosso, et al., 1996).

Francis et al. (1997) descreve uma porcao N-terminal de neurotoxina de M.
frontalis de 35 residuos idéntica a FTx I. Este fragmento, ndo depositado nos bancos
de dados, foi identificado por meio de metodologias de purificacdo e determinacao da
massa molecular diferentes daquelas utilizadas neste estudo. Em virtude desta parcial
descricao previamente realizada, a toxina em estudo recebeu o nimero 1 apds seu

nome, sendo nomeada Frontoxina |.

10 20 30 40 50

S R I [P (PP [ [P IR I
FTx I £ TTETLS --EG SWSDHRGT ITERG HVEKPG
NXS1 MICSU : TTKTES--EG TWSDHRGT ITERG HVKPG
NXSD1 MICPY ; TTKTES--EG TWSDHRGT ISERG HVKPG
NXS1 MICNI ; TIKTES--EG TWRDHRGT ISERG TVKRG
HXS1 NAJOX £ TTETESG-ET SDHRGTIIERG KVKPG
NXS1 NAJPH b TTETLSG-ETE SDHEGTIIERG KVEPG
ICIXSR:LAT SE b TTKTESPGESS QWSDFRGT ITERG TVEPG

Figura 17. Similaridade entre Frontoxina | e outras neurotoxinas de elapideos. O
alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Em cinza destacam-se os residuos idénticos,
em vermelho os similares e em azul as cisteinas conservadas. Os residuos
sublinhados foram determinados por similaridade e Gaps (-) foram introduzidos para
maximizar a similaridade entre os polipeptideos. MICSU, M. surinamensis; MICPY, M.
pyrrhocryptus; MICNI, M. nigrocinctus; NAJOX, Naja oxiana; NAJPH, Naja
philippinensis e LATSE, Laticauda semifasciata.

Fracao 6.2 — Frontoxina Il (FTx II)

A FTx Il (Figura 9B) de massa molecular [M+H]'= 6548,9, foi submetida a
sequenciamento por degradacdo de Edman apds redugdo e alquilagdo, o que
possibilitou a determinacdo da sequéncia de residuos de aminoacidos. Alguns
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residuos foram confirmados pelo sequenciamento e sobreposicdo dos peptideos
oriundos da digestdo enzimatica com as endoproteinases Asp-N, Glu-C, quimotripsina
e tripsina (Figura 19). Os peptideos utilizados na confirmacéo da estrutura priméria da
FTx Il estdo assinalados na Figura 18. As massas moleculares calculada e
experimental dos peptideos estao dispostos na Tabela 4.
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Figura 18. Purificacao dos peptideos oriundos da digestao enzimatica da fracao
6.2 com diferentes endoproteinases. Apds digestao enzimatica com Asp-N (A), Glu-
C (B) e quimotripsina (C), a fragao 6.2 foi submetida a cromatografia liquida analitica
em coluna C4g sob gradiente linear de acetonitrila (99,9% ACN + 0,1% TFA), fluxo 1,0
mL/min, por 120 min. Na clivagem com tripsina (D), os peptideos foram purificados por
cromatografia liquida ultra-rapida (UFLC) em coluna C;g Shim-pack XR-ODS, sob
gradiente linear de acetonitrila, fluxo 0,4 mL/min. A absorbancia foi monitorada em 216
e 280 nm. Os picos marcados correspondem aos peptideos utilizados no
sequenciamento da FTx Il.
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Tabela 4. Fragmentos peptidicos provenientes do tratamento enzimatico da fragédo 6.2
do veneno de M. frontalis com Asp-N, Glu-C, quimotripsina e ftripsina. A massa
molecular experimental foi obtida por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.

Enzimade Fracédo Sequéncia [M+H]" calculada* [M+H]*
clivagem Nativa Modificada Exp.
Quimotripsina 3 LICY 511,2 568,2 568,3
Quimotripsina 9 YAVSASHTGHWEF 1362,6 1362,6 1362,9
Quimotripsina 7 DCTSTCHIGPYNVC 1512,5 1683,6 1683,7
Glu-C 8 KYAVSASHTGHWFYMYDCTSTCHIGPYNVC 34414 3612,5 3612,0
Asp-N 4 DGETATCPPGQKCEKYAVSASHTGHWE YMY 3364.,4 3478,4 3478,2
Tripsina 4 YAVSASHTGHWFYMYD 1934,3 1934,3 1934,5

*A massa molecular calculada foi determinada in silico, utilizando o programa PeptideMass disponivel na
plataforma Expasy (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html).

—— Sequenciamento direto
— Quimotripsina
—Glu-C — Tripsina

== 10 20 30 10 50
LICYVSKDGE TATCPPGQEC EEKYRAVSASHT GHWEYMYDCT STCHIGPYNV CCSTDLCNR

L

Figura 19. Estrutura primaria completa da FTx Il. A sequéncia de aminoécidos foi
obtida por degradacdo de Edman (linha sélida) e De novo (linha tracejada) apés
redugdo, alquilagao e tratamento enzimatico com as endoproteinases Asp-N, Glu-C,
quimotripsina e tripsina.

A andlise da sequéncia de aminoacidos da FTx Il mostrou similaridade com
neurotoxinas de cadeia curta (8 residuos de cisteina formando 4 ligacbes dissulfeto)
da familia de trés digitos. De acordo com o alinhamento realizado com outras
neurotoxinas depositadas nos bancos de dados, a FTx Il mostrou maior identidade
(79%) com um fragmento de neurotoxina purificada a partir do veneno de M.
pyrrhocryptus (Dokmetjian, et al.,, 2009). FTx Il, quando comparada com toxinas de
cadeia curta de elapideos de género diferente de Micrurus, apresentou baixa
identidade (cerca de 40%) (Figura 20).
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N PR TR P Y TR PR P TR Fre PR PRy P
FTx II LILY-VSKDGETATLPPGO-KLERYAVS ASHT GHWFYMYDET STEHIGPYH ST R-----

L

- I]
HES11 MICSU  LELYGIFR--KIMTEPQGONICERFAYSPMHNG-WMYSWGLT SHEHKGP LDECCSTDLOMY - —- - -
C6JUP1 MICCO LI YNT --MMOEVTLPEGEDKLCERYAVE - VMRGEFYF S YOLIT SECHEGAYDY STDLEMKSSTSG
NXS7 PSETE LTEYER--YFDTVVLKPQET I ITP-ATHGHAITYRGLSTSEPSGIRL STDLEHE-—---
HXS3:?SETE LTLYKG--YHDTVVLKPHET I VE-ATHGHATPARGLGT SEPGGHHP STDLEMK-—---
HXS6 OPHHA LICHO---LHGLOTLEP ROKFLQBRRTTM-F SPHNHP VLIMGLT YHEIPTERYS STDELME-----
VPEQ:FICPY LIEY-VSRDGKTATEPPOG-KEERYAVS RSHTXHEFYVYGET SX-—————--—-————————-—~

Figura 20. Alinhamento da Frontoxina Il e outras neurotoxinas de elapideos. O
alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Em cinza destacam-se os residuos idénticos,
em vermelho os similares e em azul as cisteinas conservadas. Gaps (-) foram
introduzidos para maximizar a similaridade entre os polipeptideos. MICSU, M.
surinamensis; MICPY, M. pyrrhocryptus; MICCO, M. corallinus; PSETE, Pseudonaja
textilis; OPHHA, Ophiophagus hannah.

Fracao 5 — Frontoxina Il (FTx IlI)

Uma proteina da fracdo 5 (Figura 9B), purificada em cromatografia liquida em
coluna analitica Cg, ap6s redugao e alquilagdo, foi submetida a seqlienciamento por
degradacdo de Edman. Foram sequenciados 51 residuos de aminoacidos por
sequenciamento direto. A sequéncia completa da fracdo 5, nomeada FTx lll, foi
determinada apo6s o sequenciamento direto e sobreposicdo dos peptideos gerados
apos clivagem enziméatica com endoproteinase Glu-C, Lys-C e tripsina (Figura 21) por
degradacdo de Edman e sequenciamento por MS/MS (Figura 22). As massas
moleculares, experimental e calculada, dos peptideos utilizados no seqlienciamento
da FTx Ill estédo na Tabela 5.

De acordo com a estrutura primaria, FTx Ill € uma neurotoxina de 62 residuos de
aminoacidos com 4 ligacdes dissulfeto pertencente a familia de toxinas de trés digitos
de cadeia curta. O alinhamento com outras neurotoxinas mostrou que FTx Ill ndo se
assemelha com as neurotoxinas ja descritas para o género Micrurus, mas apresenta
cerca de 55% de identidade com toxinas de trés digitos presentes nos veneno de
elapideos asiaticos do género Naja, Acantophis e da serpente marinha Laticauda
(Figura 23).
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Figura 21. Purificacao dos peptideos oriundos da digestao enzimatica da fracao
5 com diferentes endoproteinases. Apds digestao enzimatica com Glu-C (A), Lys-C
(B) e Tripsina (C), a fragao 5 foi submetida a cromatografia liquida analitica em coluna
Cig sob gradiente linear de acetonitrila (99,9% ACN + 0,1% TFA), fluxo 1,0 mL/min,
por 120 min. A absorbancia foi monitorada em 216 e 280 nm. Os picos marcados com
asteriscos correspondem aos peptideos utilizados no sequenciamento da FTx Ill.
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Tabela 5. Fragmentos peptidicos provenientes do tratamento enzimatico da fragdo 5
do veneno de M. frontalis com Glu-C, Lys-C e tripsina. A massa molecular
experimental foi obtida por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.

Enzima de Fracdo Sequéncia [M+H]* calculada* [M+H]*
clivagem Nativa Modificada  —*P-
Glu-C 8 LTCFNDFSPTAHTVE 1681,7 1738,7 1738,1
Lys-C 7 LTCENDFSPTAHTVEDCQRGITTCYMK  3081,3 32524 32524
Lys-C 10 TWRVHRETVIGAGCNCPK 2027 2141 2141,3
Tripsina 4 LKCCTGNTCNY 1219,4 1390,5 1390,7

*A massa molecular calculada foi determinada in silico, utilizando o programa PeptideMass disponivel na
plataforma Expasy (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html).

Lys-C
Tripsina

Sequenciamento direto
Glu-C

10 20 30 40 30 G0
LTCFNDF3SPT AHTVEDCQRG ITTCYMETWR VHRETVIERG CGCPEVEPGI RLKCCTGNTEZ NY

Figura 22. Estrutura primaria completa da FTx lll. A seqiéncia de aminoacidos foi
obtida por degradacdo de Edman (linha solida) e De novo (linha tracejada) apés
redugdo, alquilagédo e tratamento enzimatico com as endoproteinases Glu-C, Lys-C e
tripsina.

oy -

FTx ITI LT
NXS1 ACRAN M
WXSED LATSE
NXSC_LATCR
NXSC LATLA
WXSD LATCO
XS5 NAJSP

o

5

LI I

Figura 23. Alinhamento da Frontoxina Ill e outras neurotoxinas de elapideos. O
alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Em cinza destacam-se os residuos idénticos,
em vermelho os similares e em azul as cisteinas conservadas. ACAAN, Acanthophis
antarcticus; LATSE, Laticauda semifasciata; LATCR, L. crockeri; LATLA, L.
laticaudata; LATCO, L. colubrina; NAJSP, Naja sputatrix.
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Fracao 10 — Frontoxina IV (FTx IV)

A proteina isolada da fracdo 10 (Figura 9B), nomeada FTx IV, foi submetida a
sequenciamento por degradacdo de Edman apés reducao e alquilacao. A partir deste,
foram identificados 62 residuos de aminoacidos, os quais foram importantes na
escolha das enzimas de clivagem para que a completa estrutura primaria fosse
determinada. As endoproteinases Glu-C e Lys-C foram selecionadas para a conclusao
da sequéncia e também para a confirmagdo de alguns residuos neste caso
considerados duvidosos, como o triptofano na posicao 29 (Figura 24). Os peptideos
gerados pela protedlise que auxiliaram na determinagdo da estrutura primaria estao
mostrados na Figura 25. A massa molecular, experimental e calculada, e a sequéncia
correspondente aos fragmentos purificados apds a clivagem enzimatica estdo na
Tabela 6.

— Sequenciamento direto
— Lys-C
—Glu-C

10 20 30 40 30 60
MTCETCPFET CANSEYCPAG NDICYQEKEWN DHREEMIERG CVANCPOMES HHTSLLCCER DNCN

R 5

Figura 24. Estrutura primaria completa da FTx IV. A sequéncia de aminoacidos foi
obtida por degradacado de Edman ap6s reducéo, alquilacdo e tratamento enzimatico
com as endoproteinases Glu-C e Lys-C.

Tabela 6. Fragmentos peptidicos provenientes do tratamento enzimatico da fragao 10
do veneno de M. frontalis com Glu-C e Lys-C. A massa molecular experimental foi
obtida por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.

Enzima  Fracédo Sequéncia [M+H]" calculada* [M+H]*
c"v‘;zem Nativa Modificada  —XP-
Glu-C 2 MTCKTCPFE 1059,4 1173,4 1173,4
Lys-C 7 TCPFETCANSEYCPAGNDICYQK 2557 2785 2785,1
Glu-C 10 YCPAGNDICYQKKWNDHREE 2600,1 27141 27141
Lys-C 5 WNDHREEMIERGCVANCPQMESHHTSLLCCRRDNCN 4414,8 4700 4701,9*
Glu-C 5 RGCVANCPQME 1207,5 1321,5 1321,5
Glu-C 7 SHHTSLLCCRRDNCN 1758,7 1929,8 1929,8

*A massa molecular calculada foi determinada in silico, utilizando o programa PeptideMass disponivel na
plataforma Expasy (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html).
** Diferenga entre as massas calculada e a experimental decorrente da calibragao do equipamento.
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Figura 25. Purificacao dos peptideos oriundos da digestao enzimatica da fracao
10. Apés digestdo enzimatica com Glu-C (A) e Lys-C (B), a proteina foi submetida a
cromatografia liquida analitica em coluna C;s sob gradiente linear de acetonitrila
(99,9% ACN + 0,1% TFA), fluxo 1,0 mL/min, por 120 min. A absorbancia foi
monitorada em 216 e 280 nm. As fragdes marcadas correspondem aos peptideos
utilizados no sequenciamento da FTx IV.
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A estrutura primaria da FTx IV possui 64 residuos de aminodcidos, dos quais 10
sao residuos de cisteina, que formam 5 pontes dissulfeto. A andlise da sequéncia da
FTx IV mostra 68-73% de identidade com neurotoxinas de cadeia longa de M.
surinamensis (Olamendi-Portugal et al, 2008) e cerca de 55% de identidade com
toxinas longas de Naja e Hemachatus (Figura 26). Os residuos de cisteina sao
conservados sendo que oito destes sdo também conservadas em a-neurotoxinas de
cadeia curta. Por similaridade, a quinta ligagao dissulfeto, provavelmente é formada
entre os residuos de cisteina das posicdes 6 e 11. Esta caracteristica € comum em
toxinas de cadeia longa também conhecida como toxinas fracas (“weak toxins”), que
receberam este nome em virtude de sua baixa toxicidade quando comparada as
demais a-neurotoxinas de cadeia longa, em que a ligacao dissulfeto extra se localiza

entre as posicoes 32 e 36.

10 20 30 40 60
) ERETY FRTPY FETR Y e el

FIx IV mng FlfanSEYEpAGH IDHREEMIERG RRD
NXL4 MICSU  LICKTCPFETCRANSETEPAGK ERRGERTER RRD
NXL5 MICSU  LTCHT ISETEPAGK EHRGERIE CTT
NXL2 MICSU  LICHT ISETEPAGK EHQGERIERR RRD
TXWIC HEMHA  FICFTTRSHT---SETERIGN SGHGM-QTE A RIE
TXW2 NAJHH  FIEFTTRSHT---SETEPDGQ 15HQG-VETRG CRID

Figura 26. Alinhamento da Frontoxina IV com outras neurotoxinas de elapideos.
O alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Em cinza destacam-se os residuos idénticos,
em vermelho os similares e em azul as cisteinas conservadas. Gaps (-) foram
introduzidos para maximizar a similaridade entre os polipeptideos. MICSU, M.
surinamensis; HEMMA, Hemachatus haemachatus; NAJHH, Naja haje haje.

Fracao 12 — Frontoxina V (FTx V)

A proteina isolada da fragdo 12 (Figura 9B), nomeada FTx V, purificada por
cromatografia liquida em coluna analitica C4s € Source 5RPC, foi submetida a redugao
das pontes dissulfeto com DTT e alquilagdo com iodoacetamida. Apds este
tratamento, a estrutura primaria completa péde ser determinada por degradacdo de

Edman.

A FTx V, assim como a FTx IV, é formada por uma cadeia polipeptidica de 64
residuos de aminoé&cidos, dos quais 10 sao residuos de cisteina (Figura 27). As
cisteinas sdo conservadas e formam 5 pontes dissulfeto. A posicdo conservada destes
residuos mostra que a FTx V pertence ao grupo de toxinas de trés digitos de cadeia
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longa também conhecido como toxinas fracas. Apesar da grande similaridade entre as
FTx IV e V, a dltima mostra maior identidade com neurotoxinas de cadeia longa de M.
surinamensis (71-79%) (Olamendi-Portugal et al., 2008) e 55% de identidade com
neurotoxina longa de M. corallinus (Rosso, et al., 1996) (Figura 28).

—— Sequenciamento direto

10 20 30 40 30 60
LTCNTCAFET CANSETCAAG ENICYQREWN EHHGERIERE CVANCPELGS HDTSLLCCRI PDCN

Figura 27. Estrutura primaria completa da FTx V. A sequéncia de aminoacidos foi
obtida por degradacao de Edman apds reducao e alquilacao.

30 10 50 60
I [ [
YORKWHEHHGERIE

YOKKWEEHRGERTE
YOKKWEEHQGERIE
YOKKWEEHRGERIERS
YKTFWHTHRGLRID
YEKRWHSHQG-VETI
YEKRWSGHGM-QIE

FTx V LT
NXL4 MICSU LT
NXL2 MICSU LT
NXL5 MICSU LT
NXAH8 MICCO LE
TXW? NAJHH FT
TXWIC HEMHA FT

Figura 28. Alinhamento da Frontoxina V com outras neurotoxinas de elapideos.
O alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Em cinza destacam-se os residuos idénticos,
em vermelho os similares e em azul as cisteinas conservadas. Gaps (-) foram
introduzidos para maximizar a similaridade entre os polipeptideos. MICSU, M.
surinamensis; MICCO, M. corallinus; HEMMA, Hemachatus haemachatus; NAJHH,
Naja haje haje.

Fracao 07 — Frontoxina VI (FTx VI)

A FTx VI, purificada a partir da fragdo 7 da cromatografia realizada em coluna
C,Cs, foi parcialmente sequenciada por degradagdo de Edman, apds redugéo e
alquilagdo. Dos 29 residuos de aminoacidos sequenciados trés sdo residuos de
cisteina (Figura 29). A porcdo N-terminal da FTx VI revelou ser 80% idéntica ao
fragmento de uma neurotoxina de M. pyrrhocryptus e de Bungarus fasciatus, 56% de
identidade com neurotoxina de cadeia curta de M. surinamensis e de Ophiophagus
hannah (Figura 30). O célculo do conteudo de cisteinas (Tabela 2) e o0 alinhamento da
estrutura parcial com outras sequéncias, indicam que FTx VI é uma a-neurotoxina de

cadeia curta, com possivel atividade sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina.
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Seqguenciamento direto

10 20
LICYNDHGYT GETTETCENG ETTCYEESE

Figura 29. Sequéncia N-terminal da FTx VI. A sequéncia
parcial de aminoacidos foi obtida por degradacdo de Edman
apos reducgéao e alquilagao.

Do fragmento determinado, os dois ultimos residuos (Ser-28, Arg-29) foram
detectados com ambiguidade devido a grande interferéncia de subprodutos durante o
sequenciamento por degradacdo de Edman, havendo assim a necessidade de serem
confirmados. O sequenciamento completo, bem como a confirmagdo dos Ultimos
residuos de aminoacidos, nao foi realizado em virtude da escassez de material

purificado.
10 20 30 40

vaaslisaslinnslosnsfarss i fesolsnar]onns]ssss
FTx VI LY~ ETTEYEKSR-—------ === === === o mmm o oo
NXWDB MICPY  LE[Y-- ETTENEEXWTE----ARXXI- IERR
NXS3 MICSU  LEY-- ETTE|YSKTWRD-- - -HRGTR-LEKG
NTXRI BUNFA -- EDTCYNKTWNT - - - -HRGSR-TDRG
TXW33 OPHHAR  LECF-- EDTEIY STFWND-- - -HRGVK-IERG
TXWL OPHHA  LjCF-- EDTCYSTFWND-- --HHGVK - IERG
RTX3T6 THRJTA QREFOC] ETTEYTKYKRHK - - -KFGMRWAVKG

Figura 30. Alinhamento da por¢do N-terminal da Frontoxina VI com outras
neurotoxinas de elapideos. O alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta
“Clustal W Multiple Alignment” disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Em cinza
destacam-se os residuos idénticos, em vermelho os similares e em azul as cisteinas
conservadas. Gaps (-) foram introduzidos para maximizar a similaridade entre os
polipeptideos. MICPY, M. pyrrhocryptus; MICSU, M. surinamensis; BUNFA, Bungarus
fasciatus; OPHHA, Ophiophagus hannah, THRJA, Thrasops jacksonii.
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4.2.1.4. Atividade Bioldgica das Frontoxinas

A andlise da estrutura primaria das neurotoxinas identificadas no veneno de M.
frontalis mostrou grande similaridade com o-neurotoxinas de cadeia curta e longa.
Essas toxinas por sua vez, sao biologicamente caracterizadas por se ligar e inibir os
receptores nicotinicos de acetilcolina (AChR). Assim, foi verificada a atividade das
Frontoxinas sobre o potencial de placa terminal em miniatura (MEPP) na jungéo

neuromuscular de ras, por ser esta uma sinapse colinérgica.

A pequena quantidade de amostra purificada foi o maior obstaculo tanto para a
determinagao da estrutura primaria quanto para a realizagdo dos testes bioldgicos.
Desta forma, somente as FTx I, lll e IV foram submetidas aos testes eletrofisiolégicos.

Frontoxina Il

A aplicacdo da FTx Il (1 pM) sobre a jungdo neuromuscular de ra (n=3-6)
promoveu diminuigdo no tamanho dos potenciais de placa terminal em miniatura. Nos
primeiros 15 minutos ap6s a aplicacdo da FTx Il foi observada uma reducao
significativa na amplitude dos MEPPs, os quais continuaram diminuindo, porém de
maneira mais lenta, durante os 60 minutos de experimento. Foi verificada alteracao
estatisticamente significativa na frequéncia e na amplitude dos MEPPs semelhante ao
observado ap6s a aplicagdo da d-tubocurarina (Figura 31). Na concentragao de 2 puM,
a FTx Il aboliu completamente os MEEPs ap6s 45 min (Figura 32) sugerindo assim

bloqueio da neurotransmisséao.
Frontoxina lll

A FTx Il (1 pM) reduziu a amplitude dos potenciais de placa terminal em
miniatura na jungao neuromuscular de ra (n=3-6). A redugado mais significativa ocorreu
apds 30 minutos de aplicagao. Apds este tempo de incubagao, o tamanho dos MEPPs
permaneceu estavel. Na concentracdo de 0,5 puM, nao foi observada alteracao
significativa na frequéncia dos MEPPs quando comparado com o controle. Apés 45
min, FTx 1l (2 uM, n=3) aboliu os MEPPs de forma semelhante ao ao observado com

a d-tubocurarina sugerindo o bloqueio da neurotransmissao (Figura 32).
Frontoxina IV

A amplitude dos potenciais de placa terminal em miniatura foi reduzida ap6s
incubacdo com FTx IV (1 uM, n=3). Foi observada reducdo progressiva dos MEPPs,
sendo esta mais significativa apés 30 min da aplicagcdo. Como verificado na FTx Il, a
FTx IV reduziu a frequencia dos MEPPs (Figura 31C). Apds 45 min de incubacédo, FTx
IV (2 uM, n=3) nao aboliu os MEPPs, porém foi detectada progressiva redugdo da
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amplitude dos mesmos apds exaustiva lavagem com solugcdo de Ringer, sugerindo
assim irreversibilidade no bloqueio neuromuscular (Figura 32).
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Figura 31. Efeito das Frontoxinas (1 uM) sobre a frequéncia e amplitude dos
potenciais de placa terminal em miniatura em juncdo neuromuscular de ra. Frequencia
cumulativa de 100 MEPPs antes e apds 45 min da aplicagdo das FTx Il (A), FTx Ill (B),
IV (C) e d-tubocurarina (D). Os insertos representam o efeito induzido pelas FTxs e
pelo controle (D) sobre a amplitude dos MEPPs antes e apds 45 min de incubagao.
Barra de calibragao: 10 ms (horizontal), 0,1 mV (vertical).
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Figura 32. Inibicdo dose-dependente do tamanho dos MEPPs causada pelas
Frontoxinas na jungcdo neuromuscular de ra. Cada ponto representa a média do
percentual de inibicdo obtido apds 45 minutos de incubacdo com FTx I, I, IV ou d-
tubocurarina. As barras correnspondem + 95% de limite de confianga de cada média
(N=3-6).

4.2.2. WAP - “Whey acid protein”

4.2.2.1. Isolamento

Duas classes de moléculas foram identificadas na fragdo 18 da cromatografia
liquida em coluna do tipo C4 semi-preparativa (Figura 33A). Para melhor separacéo, a
fragdo foi recromatografada em coluna Cyg analitica sob gradiente linear de acetonitrila
(Figura 33B). O componente eluido em 40% de acetonitrila apresentou massa
molecular de 5336,7 Da.
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Figura 33. Separacao dos componentes da fracdo 18 do veneno de M. frontalis.
A fragcdo 18 proveniente da cromatografia em coluna semi-preparativa C, (A) foi
submetida a cromatografia analitica, eluida em coluna Vydac Cyg, sob gradiente linear
de acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min e absorbancia monitorada em 216 e 280nm (B).

4.2.2.2. Determinacao e analise da estrutura primaria

O componente de massa molecular de 5336,7 Da, parcialmente separado em
cromatografia liquida em coluna analitica Cig, foi submetido a sequenciamento De
novo por MS/MS. Foram seqienciados 51 residuos de aminoacidos por
sequenciamento direto (Figura 34A). Alguns residuos das porgdes C-terminal e N-
terminal foram identificados por MS/MS, apés reducédo, alquilacdo e digestdo com
tripsina (Figuras 34B e 34C). Os ions das séries b e y dos fragmentos
correspondentes a porgdo N-terminal, a regido interna e C-terminal, estao dispostos

nas tabelas 7, 8 e 9 respectivamente.
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Figura 34. Sequenciamento de novo da proteina com 5336,7 Da. A sequencia foi

obtida apés redugédo e alquilagdo em MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT. Os
fragmentos gerados permitiram o reconhecimento completo das séries de ions y

(vermelho) e b (azul). As por¢des N- e C-terminais (B e C respectivamente) foram

tica

40 enzima

identificadas pelo sequenciamento dos fragmentos obtidos apos digest

com tripsina.
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Tabela 7. Massa monoisotépica dos ions b e y observados na por¢cdo N-terminal da

sequéncia de aminoacidos da proteina de 5336,7 Da.

Sequéncia lon b exp. Y exp. lon
E 1 129,0 (-0,1) 1812,1 17
S 2 216,0 1685,1 (-0,3) 16
C 3 319,0 (0,1) 1597,2 (0,8) 15
P 4 416,1 1493,9 (-0,1) 14
D 5 531,0 (0,9) - 13
M 6 662,1 (0,8) 1282,8 (-0,1) 12
D 7 777,2 (0,8) 1151,6 11
\" 8 876,2 (0,9) 1036,7 10
P 9 973,3 (0,6) 937.,6 9
| 10 1086,3 (0,8) 840,5 8
P 11 1183,4 (0,8) 727,4 7
P 12 - 630,3 6
L 13 1393,5 (0,6) 533,2 5
G 14 1450,5 (-0,6) 420,1 4
| 15 1563,6 (0,7) 365,2 3
C 16 1666,67(-0,5) 250,0 2
K 17 1794,5 (0,8) 147,0 1

Os nimeros dentro dos parénteses correspondem as diferengas entre as massas experimental

e calculada.

Tabela 8. Massa monoisotépica dos ions b e y observados na regiao interna da

sequéncia de aminoacidos da proteina de 5336,7 Da.

Sequéncia lon b exp. Y exp. lon
T 21 2199,5 (-0,4) 3242,7 (-0,1) 34
L 22 2311,5 (0,5) 3139,9 (0,7) 33
C 23 2414,6 (0,5) 3028,8 (0,2) 32
E 24 2543,9 (-0,2) 2924,4 (0,1) 31
T 25 2642,3 (-0,8) 2795,3 (0,1) 30
D 26 2756,5 2693,6 (0,8) 29
S 27 2844 (-0,5) 2579,3 (0,1) 28
D o8 2960,8 (0,5) 2492,1 (0,3) 27
C 29 3065,8 (-0,5) 2377,6 (-0,2) 26
N 30 3180,7 2274.,5 (-0,1) 25
P 31 3275,1 (0,1) 2160,6 (-0,2) 24
L 32 3388,4 (0,6) 2062,4 (0,8) 23
K 33 3519,21 (0,6) 1949,4 (0,8) 22
K 34 3644,5 (0,1) 1821,04 (0,1) 21

Os nimeros dentro dos parénteses correspondem as diferengas entre as massas experimental

e calculada.
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Tabela 9. Massa monoisotépica dos ions b e y observados na por¢cao C-terminal da

sequéncia de aminoacidos da proteina de 5336,7 Da.

Sequéncia lon b exp. Y exp. lon
C 1 161,0 1919,8 17
C 2 320,9 (0,1) 1759,2 (0,4) 16
L 3 434,07 1600,6 (-0,9) 15
N 4 548,0 (0,1) 1487,6 (-0,1) 14
G 5 605,1 1372,61 13
C 6 766,2 (0,8) 13154 12
G 7 - 1155,8 (-0,3) 11
F 8 969,5 (0,1) 1098,5 10
M 9 1098,5 (0,1) 951,4 9
T 10 1202,6 (-0,2) 820,4 8
C 11 - 719,2 7
T 12 1462,6 (-0,1) 559,2 6
G 13 1521 (-0,5) 458,1 (0,1) 5
Vv 14 - 401 (0,1) 4
P 15 1713,8 (0,2) 302 3
E 16 1844.4 (0,2) 205 2
G 17 1901,4 75,38 (0,6) 1

Os nimeros dentro dos parénteses correspondem as diferengas entre as massas experimental
e calculada.

O componente sequenciado possui 8 residuos de cisteinas conservados que
formam 4 ligacdes dissulfeto. O alinhamento da sequéncia com as demais disponiveis
nos bancos de dados mostrou alta identidade (60-74%) com WAPs encontradas em
serpentes e similaridade com waprinas de mamiferos (Figura 37). Devido a grande

similaridade com as waprinas, a proteina foi chamada de Miwaprina.
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MIWAPRIN
WAPN HAJNG
WAP1 PHIOL
WAP? PHIOL
WAP1 LIOPO
WAP1 RHATT
WAP1 THRJA
WAP1 PHIOL

WFDC2 RABIT ¢ i K deloh |
WFDC2 MOUSE R . 1Y K CCRN
WFDC2_CANFA LIl
WFDC2 PIG IS IkCCRN

Figura 35. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Miwaprin e similaridade
com outras WAPs. O alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W
Multiple Alignment” disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Gaps (-) foram
introduzidos para maximizar as similaridades entre as seqiéncias. PHIOL, Philodryas
olfersii;, NAJNG, Naja nigricollis; LIOPO, Liophis poecilogyrus; RHATT, Rhabdophis
tigrinus; THRJA, Thrasops jacksonii.

4.2.3. Fosfolipases A, (PLA2)

4.2.3.1. Isolamento e purificacao das PLA2

As fracbes eluidas entre 40-50% de acetonitrila apresentaram componentes de
massa molecular entre 5000 — 21000 Da. Foi observada uma grande quantidade de
componentes com massa molecular entre 13000 e 14500 Da, os quais provavelmente
seriam PLA2. Foram identificados por sequenciamento De novo e por degradacao de

Edman, alguns fragmentos correspondentes a esta classe de proteinas.

Fracao 18

A fracdo 18 da cromatografia semi-preparativa em coluna C, (Figura 36A) foi
submetida a recromatografia analitica em coluna C,g (Figura 36B). A separagao dos
componentes ocorreu com gradiente de eluicdo linear de acetonitrila. A massa
molecular monoisotopica de cada componente, determinada por espectrometria de
massa do tipo MALDI-TOF/MS foi [M+H]* = 13305,2 e [M+H]" = 13586,4.
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Figura 36. Separacao analitica das PLA2 presentes na fragdao 18 do veneno de
M. frontalis. A fracdo 18 proveniente da cromatografia semi-preparativa (A) foi
submetida a cromatografia analitica, eluida em coluna Vydac Cyg, sob gradiente linear
de acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min e absorbancia monitorada em 216 e 280nm (B).

Apéds reducgao, alquilacdo e digestdo com tripsina foram identificados dois
fragmentos de PLA2 provenientes de cadeias polipeptidicas distintas por MS/MS, os
quais foram chamados de MFRONT1 e MFRONT2. Na proteina MFRONT1 com
[M+H]" = 13305,2 verificou-se um fragmento 83% idéntico a PLA2 de Naja
mossambica e com 64% de identidade com PLA2 de M. fulvius (Figura 37). Na
proteina MFRONT2 com [M+H]* = 13586,4 foi identificado fragmento altamente similar
(75 — 85%) a PLA2 encontradas em elapideos entre eles M. fulvius e M. nigrocinctus
(Figura 48).
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Figura 37. Sequenciamento de novo e alinhamento do fragmento triptico da PLA2
com 13305,2 Da. A sequencia do fragmento de 2342,5 Da foi obtida apds reducao,
alquilagao e digestao com tripsina em MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT (A). O
alinhamento foi realizado com a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment” disponivel no
software Bioedit v. 7.0.4.1. Gaps (-) foram introduzidos para maximizar as similaridades
entre as sequéncias. NAUNG, Naja nigricollis; PSEAU, Pseudechis australis; NAJMO,
Naja mossambica; MICFL, M. fulvius (B).
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Figura 38. Sequenciamento de novo e alinhamento do fragmento triptico da
PLA2 com 13486,4 Da. A sequencia do fragmento de 3497,1 Da foi obtida apos
reducéo, alquilacdo e digestdo com tripsina em MALDI-TOF/TOF utilizando o modo
LIFT (A). O alinhamento foi realizado com a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v.7.0.4.1. Gaps (-) foram introduzidos para maximizar as
similaridades entre as seqiéncias. AUSSU, Australeps superbus; ENHSC, Enhydrina
schistosa; LATSE, Laticauda semifasciata; NOTSC, Notechis scutatus; LAPHA,
Lapemis harwickii; BUNMU, Bungarus multicinctus; MICFL, M. fulvius; MICNI, M.
nigrocinctus (B).
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Fracao 25

A fragdo 25 proveniente da separagao em colunba C4 semi-preparativa (Figura
39A) foi submetida a cromatografia liquida em coluna Cg analitica (Figura 39B) e em
seguida em coluna Source (5RTP) (Figura 39C). O componente desta fracdo com
de
[M+H]*=13.491,2 e apds reducao e alquilagcao [M+H]*=14.304,8 (Figura 40), sugerindo

maior absorbancia apresentou, em sua forma nativa, massa molecular

assim a presenca de 14 residuos de cisteinas.
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Figura 39. Purificacao da fracao 25 do veneno de M. frontalis. A fragao 25 (A) foi
aplicada em coluna C;g analitica, com gradiente entre 40 — 50% de acetonitrila com
TFA 0,1%(B). O componente mais intenso foi recromatografado em coluna Source
5RPC (C). Em todos os passos cromatograficos a absorbancia foi monitorada em 216
e 280 nm e fluxo 1 mL/min.
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Figura 40. Espectro de massa molecular nativo (A) e reduzido e alquilado (B)
do componente majoritario da fracdo 25. Série de ions multicarregados,
mostrando proteina nativa com [M+H]" = 13491,2 Da e apés reducgdo e alquilagdo
[M+H]"'=14304,8 Da. Os espectros de massa foram adquiridos por ionizagao
eletrospray (ESI) em espectrémetro de massa HCT-Ultra ETD Il (Bruker Daltonics,

Billerica, EUA).
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Apos redugcdo e alquilacdo, foi determinada por degradacdo de Edman a
sequencia N-terminal da molécula. Foram identificados 31 residuos, dos quais 3 sao
cisteinas conservadas. Esta porgao N-terminal mostrou mais de 80% de identidade
com PLA2 encontradas nos venenos de elapideos e foi chamada de MFRONT3
(Figura 41).

PLRQ_M. frontalis

PA? TRIBL

PA2I LATSE S eLIDi;
PA2C DPSETE s-,pLLn!Hn
PAZH LATSE s!PLLD!HD
PA2U AUSSU quL'ﬂ!
PA23 OPHHA

Figura 41. Alinhamento da PLA2 de M. frontalis com outras PLA2 de elapideos.
O alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta “Clustal W Multiple Alignment”
disponivel no software Bioedit v. 7.0.4.1. Gaps (-) foram introduzidos para maximizar a
similaridade entre os polipeptideos. TRIBL, Trimorphodon biscutatus; LATSE,
Laticauda semifasciata; PSETE, Pseudonaja textilis;, AUSSU, Austrelaps superbus;
OPHHA, Ophiophagus hannah.

Foi identificado também outro fragmento desta PLA2 apds tratamento enzimatico
com endoproteinase Lys-C. Dos peptideos gerados pela digestdo enzimatica, somente
um mostrou sinal suficiente para sequenciamento por MS/MS. Os peptideos
purificados e a sequéncia de aminoacidos encontrada estao na Figura 42.
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Figura 42. Purificacao dos peptideos oriundos da digestao enzimatica da fracao
25 com endoproteinase Lys-C. Apds digestao enzimatica com Lys-C a fragao 25 foi
submetida a cromatografia liquida analitica em coluna Cig sob gradiente linear de
acetonitrila (99,9% ACN + 0,1% TFA), fluxo 1,0 mL/min, por 120 min. A absorbancia
foi monitorada em 216 e 280 nm. O fragmento foi sequenciado por MS/MS em
MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT.
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao geral do veneno da serpente M. frontalis

Os venenos das serpentes do género Micrurus, sao pouco estudados devido a
dificuldade de coleta das serpentes e a pequena quantidade de pegonha obtida em
cada extracdo. A maioria dos estudos realizados descreve a atividade biol6gica e
enzimatica do veneno bruto, porém estudos sobre a composicdo das peconhas ainda
sao escassos. Recentemente foram realizadas analises prote6micas dos venenos de
M. surinamensis (Olamendi-Portugal et al., 2008) e M. pyrrhocryptus (Dokmetjian et
al., 2009) e andlise transcriptémica do veneno de M. corallinus (Le&o et al., 2009).

Os fracionamentos iniciais do veneno bruto da serpente M. frontalis em coluna
C4 e C,Cyg permitiram a separacéao de 32 fracdes as quais foram eluidas sob gradiente
linear entre 20-60% de acetonitrila. Aird e Jorge da Silva (1991), em estudo
comparativo entre os perfis cromatograficos com os venenos de Micrurus brasileiras,
consideraram o veneno de M. frontalis um dos mais complexos devido a maior
quantidade de componentes observados. Em coluna analitica do tipo Cg, 0 veneno de
M. lemniscatus foi separado em 19 fragdes (Oliveira et al., 2008). O veneno de M.
nigrocinctus  nigrocintus, apds cromatografia liquida em coluna C, gerou
aproximadamente 30 fracdes (Alape-Giron et al., 1996) e o veneno de M. surinamensis
gerou apenas 15 fragbes (Olamendi-Portugal et al., 2008). O perfil cromatografico do
veneno de M. dumerilli carinicauda apés separacdo analitica em coluna C,g apresentou
22 fragbes (Dal Belo et al., 2005). A técnica de exclusdo molecular utilizada na
separacao inicial dos venenos de M. frontalis (Francis et al., 1997) e M. pyrrhocryptus
(Dokmetjian et al., 2009), n&o foi utilizada no presente estudo pois requer uma maior
quantidade de veneno que a fase reversa.

A analise por espectrometria de massa das fragées oriundas da cromatografia
em coluna C, do veneno de M. frontalis revelou componentes com massas
moleculares entre 3000 e 60000 Da, sendo que a grande maioria apresenta massa
molecular entre 6000 e 15000 Da. Os doze primeiros componentes eluidos
apresentaram massas moleculares semelhantes as isoformas de a-neurotoxinas de
cadeia curta e longa, corroborando a descricdo para os venenos de M. pyrrhocryptus
(Dokmetjian et al., 2009), M. surinamensis (Olamendi-Portugal et al, 2008) e M.
nigrocinctus (Rosso et al., 1996). Na faixa de 40-50% do gradiente de ACN+TFA 0,1%,
a maioria dos componentes possui entre 13000 e 15000 Da, os quais provavelmente
pertencem a familia das PLA2. Outras massas moleculares também foram
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identificadas. No entanto, os componentes mais abundantes (absorbancia alta)
comprovam que os venenos elapidicos sao ricas fontes de neurotoxinas e PLA2.

A identificacdo dos componentes moleculares é importante, pois permite um
rapido conhecimento da diversidade das substancias presentes no veneno de
Micrurus. No entanto, para uma melhor compreensdo de como 0s componentes atuam
na pegonha faz-se necessario o isolamento e a purificagdo dos componentes, bem

como a determinagao de suas estruturas primarias e de suas atividades bioldgicas.

5.2. Frontoxinas

A identificagdo das estruturas priméarias das neurotoxinas encontradas no
veneno de M. frontalis foi um processo lento, laborioso e que envolveu a reunido de
diferentes tipos de cromatografia (RP-HPLC e UFLC), espectrometria de massa (ESl e
MALDI-TOF) e sequenciamento da estruura primaria (degradacdo de Edman e
MS/MS). A andlise da sequéncia de aminoacidos das Frontoxinas revelou elevados
indices de similaridade com a-neurotoxinas pertencentes a familia de toxinas de trés
digitos.

Todas as FTxs foram eluidas entre 25-35% de gradiente de acetonitrila, como
descrito anteriormente para as neurotoxinas dos venenos de M. nigrocinctus (Rosso et
al., 1996), M. surinamensis (Olamendi-Portugal et al., 2008) e M. pyrrhocryptus
(Dokmetjian et al, 2009). As FTxs foram purificadas até a homogeneidade apés
consecutivos passos de cromatografia liquida em diferentes tipos de colunas de fase
reversa devido a grande quantidade de isoformas em cada fracdo. Davidson e Dennis
(1990) sugerem que a diversidade de isoformas de toxinas nos venenos das serpentes
tenha correlagéo direta com o tipo de presa especifico para cada espécie, uma vez
que a caracteristica primaria do veneno é a digestdo da presa. A variagdo geografica
também é considerada um fator importante que pode influenciar na composicao dos
venenos (Daltry et al., 1996). Gong e colaboradores (1999) sugerem que esta pressao
seletiva possa ter favorecido a multiplicidade de isoformas de neurotoxinas de cadeia
curta em Pseudonaja textilis. Assim pode-se sugerir que a riqueza de isoformas de
neurotoxinas no veneno de M. frontalis possa ter relacéao direta com o tipo de presa e

também com a localizacdo geografica dos animais em estudo.

As a-neurotoxinas sdo polipeptideos desprovidos de atividade enzimatica que
contém de 60 a 75 residuos de aminoacidos fixados por 4-5 ligacoes dissulfeto. Este
grupo de toxinas é classificado, de acordo com a sua estrutura molecular, em
neurotoxinas de cadeia curta (60-62 residuos e 4 ligagdes dissulfeto) e neurotoxinas
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de cadeia longa (66-74 residuos e 5 ligacdes dissulfeto) (Endo e Tamiya, 1991;
Servent et al, 1997). As FTx I, lll, VI, IV e V compartiham a maioria das
caracteristicas estruturais desta classificacdo, sendo as trés primeiras consideradas
neurotoxinas de cadeia curta e as duas ultimas neurotoxinas de cadeia longa. No
entanto, nem todas as neurotoxinas podem ser classificadas desta forma, por
exemplo, as toxinas Lc a e Lc b do veneno da serpente marinha Laticauda colubrina
que possuem 69 residuos de aminoacidos € apenas quatro ligacdes dissulfeto (Endo e
Tamiya, 1987). A FTx Il possui 4 ligagbes dissulfeto e 59 residuos de aminoécidos,
contrariando a classificagdo geral das a-neurotoxinas. O alinhamento da FTx Il com
outras moléculas depositadas nos bancos de dados mostrou alta similaridade com
neurotoxinas de cadeia curta presentes nos venenos de M. surinamensis (Olamendi-
Portugal et al., 2008), M. pyrrhocryptus (Dokmetjian et al., 2009), M. corallinus (Leao et
al., 2009) e de outros elapideos como Pseudonaja textilis (Gong et al., 1999 e 2000) e
Ophiophagus hannah (Chang et al., 2002). Assim, consideramos a FTx Il uma o-

neurotoxina de cadeia curta.

As a-neurotoxinas sdo também conhecidas como curaremiméticas devido a sua
capacidade de ligar-se aos receptores nicotinicos de acetilcolina, promovendo seu
bloqueio sem induzir a abertura do canal ibnico, alterando assim a transmissao nervo-
musculo (Changeux, 1990; Grant et al., 1997; Yee et al., 2004). As toxinas de cadeia
curta apresentam alta afinidade a receptores nicotinicos de acetilcolina do tipo
muscular, enquanto que as neurotoxinas de cadeia longa além de se ligarem aos
receptores musculares possuem afinidade também aos receptores nicotinicos
neuronais do tipo a7 (Servent ef al., 1997 e 2000). A presenca e a localizacao de
alguns residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica parecem desempenhar um
importante papel funcional na afinidade pelo receptor de acetilcolina (Rydén et al.,
1973; Martin et al, 1983; Pillet et al, 1993; Trémeau et al, 1995). A partir do
alinhamento entre a-neurotoxinas curtas e longas com toxinas de trés digitos com
acao farmacolégica distinta como as cardiotoxinas, Rydén e colaboradores (1973)
observaram a presenca de residuos conservados, os quais podem estar relacionados
com a estruturagdo em trés digitos nestes dois grupos de moléculas. Foram
identificados os seguintes residuos invariantes: Ser/Thr-10; Gly-22; Tyr-27; Gly-46;
Pro-52; Leu/lle/Val/Tyr-59; Ser/Thr-66; Asp/Asn/Glu-68; Asp/Asn-71 e as cisteinas
envolvidas nas quatro ligacdes dissulfeto (Cys-3 e 26; Cys-19 e 47; Cys-51 e 63; Cys-
64 e 70). A Gly na posicao 46 é conservada nas FTxs | e Il e a Cys é conservada
apenas na posicao 3 de todas as FTxs, sugerindo assim que as FTxs apresentam uma
estrutura em trés digitos diferente da observada nas cardiotoxinas.
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Os residuos Lys-29, Trp-31, Asp-33, His/Phe/Trp-35, Arg/Lys-39, Gly-40,
Glu/Asp-44, Val/Ala-54, Lys/Arg-55 sdo conservados apenas entre as a-neurotoxinas
(Tsernoglou et al., 1978; Endo e Tamiya 1987 e 1991) e parecem estar envolvidos na
funcdo bioldégica das mesmas, sendo chamados de “residuos funcionais invariantes”
(Tsernoglou et al., 1978). A FTx lll de cadeia curta e as de cadeia longa FTx IV e V
possuem apenas o residuo Arg-39 conservado, sugerindo que as FTxs possam atuar
de forma distinta no receptor de nicotinico de acetilcolina. As peculiaridades das FTxs
de cadeia curta e longa serao discutidas com mais detalhes a seguir.

5.2.1. Frontoxinas de cadeia curta

As sequéncias primarias das FTxs I, II, lll e VI serdo comparadas com outras
sequencias de a-neurotoxinas de cadeia curta e principalmente com a erabutoxina a,
neurotoxina de cadeia curta do elapideo marinho Laticauda semifasciata, que teve seu
sitio de ligagédo ao receptor muscular de acetilcolina totalmente delineado pela técnica
de mutagénese dirigida.

Cerca de 80% das a-neurotoxinas de cadeia curta possuem a posi¢do 4 da
sequéncia representada pelo residuos aromaticos por Phe ou Tyr (Prieto da Silva,
2001). As FTx I, Il e VI possuem Tyr e a FTx Il possui Phe nesta posicao. Estes
residuos sdo também comumente encontrados conservados na maioria das
neurotoxinas curtas de M. surinamensis, M. pyrrhocryptus e M. corallinus. Apesar de
conservados, estes residuos quando mutados nao interferem na afinidade ao receptor
(Trémeau et al., 1995).

Os residuos His-6, GIn-7, Ser-8, Ser-9, GIn-10 localizados na extremidade da
primeira alga sédo estrutural e funcionalmente importantes em erabutoxina a. A His-6 é
conservada na FTx | e aparece na posicao 7 da FTx VI, mantendo positiva esta regiao
da neurotoxina. Segundo Trémeau et al. (1995), quando a His-6 é substituida por
residuos neutros ha uma pequena reducao na afinidade ao AchR.

A posicdo 8 parece desempenhar papel crucial na ligagdo ao nAchR. A
substituicAo de Ser-8 por Gly, por exemplo, causa decréscimo de até 176 vezes na
afinidade pelo nAchR muscular (Pillet et al., 1993). Alteragdes estruturais também
foram observadas a partir da técnica de dicroismo circular. A Ser-8 é conservada nas
FTxs | e lll. A FTx VI possui uma Gly-8, o que pode sugerir uma menor afinidade desta
toxina ao receptor semelhante ao observado na estrutura e na atividade da atratoxina,

o-neurotoxina de Naja naja atra (Tu et al., 2002). A substituicdo da serina na posicao 9
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causou pequena redugéo da afinidade, realgando assim a maior importancia da Ser-8
(Trémeau et al., 1995).

A posicdo 10 também parece ser importante na afinidade de ligagcdo ao AchR,
uma vez que alteragdes do residuo Gln-10 também reduziram a afinidade de interagéo
ao AchR muscular (Trémeau et al., 1995). Nas FTxs | e Il este residuo é conservado,
ja na FTx lll a GIn-10 foi substituida por treonina. Este tipo de substituicdo é
comumente descrito em o-neurotoxinas de cadeia curta € ndo causa grande alteragéo
funcional (Afifiyan et al., 1998).

Em boa parte das a-neurotoxinas curtas a posicdo 11 e/ou 12 é ocupada por
prolina. Este residuo pode estar distribuido em toda a cadeia polipeptidica, porém
nesta posicdo esta relacionado ao dobramento mais fechado da primeira algca, uma
vez que a cadeia lateral deste residuo é capaz de se ligar a cadeia polipeptidica
principal e forcar o dobramento da proteina (Franks, 1993). Apesar deste importante
papel estrutural, a Pro-11, em erabutoxina a, nao afeta a afinidade ao AchR (Trémeau
et al., 1995). Apenas a FTx | possui conservada as Pro-11 € 12. Em FTx |l a posicéao
11 é ocupada por Thr e em FTx Ill por Ala. Estas substituicdes, também encontradas
nas neurotoxinas de Naja naja sputatrix (Afifiyan et al., 1998), provavelmente causam
uma maior flexibilidade no loop | da molécula podendo afetar a propriedade de

interacao da toxina ao receptor.

A Tyr-25 ou qualquer residuo aromatico homoélogo (Phe-27/Trp-27) é conservada
na maioria das neurotoxinas de cadeia curta. Estes residuos sdo considerados
importantes no dobramento da cadeia polipeptidica (Dufton e Hider, 1983; Antil et al.,
1999) e na manutencdo da estabilidade da estrutura em folhas B-pregueadas
antiparalelas das toxinas de trés digitos (Torres et al., 2001; Nirthanan e Gwee, 2004).
Curiosamente, a FTx Il possui residuos apolares nestas posi¢oes (Val-25 e Ala-27),
sugerindo assim um possivel dobramento diferenciado das demais toxinas de trés

digitos de cadeia curta.

A posicao 27 das FTxs Ill e VI é ocupada por lisina. Segundo Herve et al. (1992),
a supressao da carga positiva da Lys-27 desestabiliza o complexo toxina-AchR. Pillet
et al. (1993) consideram este residuo de grande importancia funcional para
erabutoxina a, ja que sua acilagdo diminui bastante a afinidade de ligagdo ao AchR
muscular. Na FTx Il, a alanina ocupa a posi¢ao 27. Substituicdo semelhante é descrita
em o-bungarotoxina, neurotoxina de Bungarus multicinctus. Neste caso, a substituicao
implicou na diminuicdo em nove vezes na afinidade com o receptor (Rosenthal et al.,
1999; Chang et al., 2003).
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O residuo de triptofano na posicdo 29 é conservado em boa parte das toxinas
elapidicas de cadeia curta com atividade pdés-sinaptica (Gong, et al., 1999). De acordo
com Pillet et al. (1993) o Trp-29, faz parte do grupo dos aminodacidos invariantes
considerados essenciais para atividade curaremimética. Substituicdes por fenilalanina
ou histidina diminuiram a afinidade da neurotoxina ao receptor (Pillet et al., 1993). Esta
posicao é conservada apenas na FTx lll. Nas demais frontoxinas ha auséncia deste
residuo nesta posi¢cao assim como encontrado nas neurotoxinas curtas de Pseudonaja
textilis (Gong, et al., 1999). A FTx Il possui uma histidina nesta posicao.

O acido aspartico na posicao 31 é também considerado residuo invariante.
Quando mutado em histidina, sua afinidade ao receptor reduziu 46 vezes (Pillet et al.,
1993). No entanto, quando substituido por alanina em a-bungarotoxina (Rosenthal et
al.,, 1999) ou asparagina em erabutoxina a (Pillet et al., 1993) nao foi identificada

alteracao funcional. Esta posicdo nao é conservada nas FTxs.

A Ser-35 ou Thr-35 é um residuo invariante exclusivo das neurotoxinas de
cadeia curta. Nesta posicdo o residuo forma um sitio alternativo de ligacdo ao
receptor, aumentando assim a afinidade da toxina ao AchR (Endo e Tamiya, 1991).
Em erabutoxina a mutacdo deste residuo por alanina nao alterou a afinidade em
relacdo ao receptor (Trémeau et al., 1995). Ja em W-Ill (neurotoxina de cadeia curta
de Walterinnesia aegyptia) a substituicdo da Thr-35 por lisina influenciou diminuindo a
interacédo entre a toxina e o AchR (Samejima et al., 1997). FTx Ill possui esta posicao
conservada com uma treonina. FTx | apresenta uma isoleucina e a FTx Il uma tirosina,
como observado nos venenos de Naja naja atra (Yang et al., 1969), Naja mossambica
mossambica (Gregoire e Rochat, 1977) e Naja naja sputatrix (Afifiyan et al., 1998). A
presenca dos diferentes residuos na posicdo 35 provavelmente produz um efeito
distinto na afinidade ao nAchR.

A posicdao 47, de acordo com o tipo de residuo, pode apresentar importancia
estrutural ou funcional. A Pro-47, observada em erabutoxina b e textilotoxinas, parece
estar envolvida na estrutura da molécula, tornando a alga do terceiro digito mais
fechada e rigida (Gong et al., 1999). Nas FTx | e Il, a posicao 47 é ocupada por
prolina. FTx Ill apresenta uma Lys-47, semelhante a erabutoxina a e Nmml (o-
neurotoxina de Naja mossambica mossambica) (Ackermann e Taylor, 1997). Pillet e
colaboradores sugerem que Lys-47 esta diretamente envolvida na interagdo entre a
molécula e o receptor de acetilcolina muscular. Trémeau et al. (1995), consideram Lys-
47 o residuo funcional mais importante da terceira alga, ja que sua substituicdo reduz
a afinidade ao nAchR muscular.
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A modificagdo quimica de alguns aminoacidos é uma estratégia utilizada na
identificacdo de residuos importantes para a manutengado estrutural da molécula e
para a ligacdo ao receptor nicotinico de acetilcolina. Acredita-se que os residuos
invariaveis estejam envolvidos no dobramento e na integridade estrutural da cadeia
polipeptidica (Nirthanan e Gwee, 2004) enquanto que os residuos variaveis estéo
diretamente relacionados com a ligagcdo aos receptores de acetilcolina especificos
para cada tipo de presa (Trémeau et al., 1995; Hodgson e Wickramaratna, 2002).

De todas as FTxs de cadeia curta, a FTx Il é a que apresenta maior nimero de
residuos variaveis e invariaveis conservados. Ja a FTx Il € a que menos apresenta
estes residuos conservados. A combinagéo de semelhancas e diferengas sugere que
as Frontoxinas podem apresentar estrutura e funcionalidade diferenciada das demais

o-neurotoxinas ja descritas.

5.2.2. Frontoxinas de cadeia longa

Em geral as toxinas de cadeia longa sao caracterizadas por apresentarem 66-74
residuos, cinco ligacdes dissulfeto e sdo capazes de se ligar aos receptores de
acetilcolina muscular e neuronal (Endo e Tamiya, 1991; Servent et al, 1997). A
afinidade ao receptor nicotinico de acetilcolina neuronal do tipo a7 é atribuida a

presenca da quinta ponte dissulfeto (Servent et al., 1997).

Para o reconhecimento do receptor de acetilcolina muscular (a7);6819 ou de
Torpedo marmorata as neurotoxinas de cadeia longa e curta compartilham sitio de
ligacdo composto por residuos aromaticos (Trp-29 e Phe-32) e com carga positiva
(Lys-27, Asp-31, Arg-33 e Lys-47). Além desses, estdo envolvidos também os
residuos especificos para o reconhecimento do receptor de cada toxina. Em
erabutoxina a os residuos da extremidade da primeira alga sédo considerados
funcionalmente importantes na ligacado com o receptor muscular, enquanto que em -
cobratoxina (o-neurotoxina de cadeia longa de Naja kaouthia) a por¢do carboxi-
terminal tem maior relevancia (Servent ef al,, 2000). Em o-bungarotoxina (toxina de
cadeia longa de Bungarus multicinctus) os residuos Lys-26 e Arg-36 contribuem
significativamente para a interagdo toxina-nAchR muscular de camundongos e de
Torpedo. A Arg-36 simula a carga positiva da acetilcolina e direciona a toxina para o
receptor (Rosenthal et al., 1999).

Para o reconhecimento dos receptores muscular a1l e neuronal o7, a o-

cobratoxina utiliza os residuos Trp-25, Asp-27 e Arg-33. Além desses, sdo também
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utilizados os residuos Ala-28, Lys-35 e as Cys-26 e 30 para o reconhecimento do
receptor neuronal e Lys-23, Lys-49 para o receptor muscular (Antil et al., 1999). A
estrutura ciclica formada pela quinta ponte dissulfeto na extremidade da segunda alga
da a-cobratoxina é considerada essencial para a ligacdo ao receptor neuronal (Antil-
Delbeke et al., 2000).

As FTx IV e V possuem conservados a maioria dos residuos considerados
importantes para a ligagdo ao receptor muscular comum nas toxinas curtas e longas.
Entretanto, as FTxs apresentam a quinta ligacao dissulfeto no loop 1, assemelhando-
se estruturalmente as neurotoxinas de trés digitos ndo convencionais ou fracas (“weak
neurotoxins”). Esta classe de neurotoxinas era exclusivamente isolada a partir dos
venenos da familia Elapidae como Naja kauthia (Utkin et al., 2001), Bungarus
candidus (candoxina) (Nirthanan et al., 2002), M. surinamensis (Olamendi-Portugal et
al., 2008), M. pyrrhocryptus (Dokmetjian et al., 2009), M. corallinus (Leao et al., 2009)
entre outros. Porém, ja foi descrita em colubrideos asiaticos ndo venenosos como
Coelognathus radiatus (o--colubrotoxina) (Fry et al., 2003) e Boiga dendrophila
(denmotoxina) (Pawlak et al., 2006).

Os residuos Lys-27, Asp-31, Arg-33 e Trp-29 sdo importantes na ligacdo ao
AchR muscular em erabutoxina a e a-cobratoxina. A Arg-33 é considerada crucial para
a ligacéo ao receptor neuronal a7 na toxina fraca de Bungarus candidus (candoxina),
Kk-bungarotoxina (Chiappinelli et al., 1996) e nas a-neurotoxinas (Antil-Dalbeke et al.,
2000). As FTx IV e V possuem todos estes residuos conservados. Além disso, as
frontoxinas de cadeia longa possuem uma maior quantidade de residuos na primeira
alca quando comparados com a a-cobratoxina e ndo apresentam a porcao C-terminal
muito longa, semelhante a candoxina, o que pode influenciar na atividade bioldgica
dessas toxinas (Nirthanan et al., 2002). WTX, neurotoxina fraca de Naja kaouthia
(Utkin et al., 2001a) e Wntx-5, neurotoxina sintética de Naja sputatrix (Poh et al., 2002)
se ligam fracamente aos receptores muscular e neuronal de acetilcolina em
concentragées micromolares. Em concentragcdes nanomolares, a candoxina, se liga
reversivelmente aos receptores muscular a1 e de forma irreversivel ao receptor

neuronal a7 de Ach (Nirthanan et al., 2002).

Mordvintsev et al. (2007a), a partir de estudos com modelagem computacional,
explicam que a grande diferenca na afinidade entre WTX e candoxina aos diferentes
AchRs ocorre porque a quinta ligacao dissulfeto localizada na primeira alca apenas
direciona a toxina para o sitio de ligagédo, nao atuando diretamente na interacao toxina-
AchR. Além disso, as neurotoxinas fracas podem atuar em diferentes alvos

76



moleculares, como a WTX (Naja kauthia) que atua nos receptores nicotinicos e
muscarinicos de acetilcolina (Mordvintsev et al., 2007b e 2009).

5.2.3. Inibicao do potencial de placa em miniatura

As a-neurotoxinas se ligam e bloqueiam os receptores nicotinicos de acetilcolina
no final da placa motora sem induzir a abertura do canal i6nico alterando a
transmissdo nervosa em membranas pos-sinapticas (Grant et al., 1997; Yee et al.,
2004). Para identificar se determinada substancia atua como agonista ou antagonista
do receptor nicotinico, as prepara¢des musculares in vitro sédo bastante utilizadas em

virtude de ser esta uma sinapse colinérgica (Hodgson e Wickramaratna, 2002).

A aplicagao direta de 1 uM de FTxs Il e Ill sobre o musculo de ra foi suficiente
para reduzir a amplitude e a frequéncia dos MEPPs em 50%. A concentragao de 2 uM
aboliu completamente os MEPPs, sugerindo assim, que as FTxs de cadeia curta,
bloqueiam irreversivelmente a transmissdo neuromuscular de ra. A neurotoxina de
cadeia curta de Oxyuranus scutellatus, Os SNTX-1, também reduz a amplitude e
frequéncia dos MEPPs em juncdo neuromuscular de ra, no entanto, sao necessarios 5
UM para bloquear irreversivelmente a transmissao nervosa (St Pierre, et al., 2007).

A FTx IV de cadeia longa, na concentragdo de 2 pM, quando aplicada
diretamente sobre a jungdo neuromuscular de ra ndo aboliu os MEPPs, mas foi
observado uma progressiva reducdo na amplitude dos mesmos apds exaustiva
lavagem com solugdo de Ringer, sugerindo assim irreversibilidade no bloqueio
neuromuscular. Neste mesmo tipo de preparacdo, a NNA2 (toxina fraca de Naja naja
atra) causa blogueio na transmissdao neuromuscular irreversivel porém em
concentragao mais alta (1-4 uM) (Chang et al., 2000) do que a observada em FTx IV
(1-2 uM).

O bloqueio neuromuscular pos-sinaptico reversivel ou parcialmente reversivel
em preparagdes neuromusculares isoladas €& observado em LSl (Laticauda
semifasciata; Maeda e Tamiya, 1974), pseudonajatoxina b (Pseudonaja textilis; Tyler
et al.,, 1987), candoxina (Bungarus candidus; Nirthanan et al., 2002 e 2003) nas
neurotoxinas homélogas CM10, CM12 (Naja haje annulifera) e S5C10 (Dendroaspis
Jjamesoni; Harvey et al., 1984) e Ms1, Ms2, Ms3, Ms11 (M. surinamensis; Olamendi-
Portugal et al., 2008).

A reversibilidade das a-neurotoxinas nas juncdées neuromusculares nem sempre

esté relacionada com a sua afinidade de ligagao ao receptor. Harvey e Rodger (1978)
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sugerem que a acao reversivel pode também estar associada com uma area
especifica de interacdo da molécula distinta do sitio de reconhecimento do receptor.
Para Harvey et al. (1984) a auséncia do acido aspartico na posicao 31 pode estar
associada a facil reversibilidade do bloqueio neuromuscular produzido pelas toxinas
fracas LSIll, CM10, CM12 e candoxina (Nirthanan et al., 2002). E interessante
ressaltar que a FTx IV possui Asp-31 e inibe de forma irreversivel a frequéncia e a

amplitude dos MEPPs, corroborando a hipétese de Harvey.

5.3. Miwaprina

A Miwaprina é integrante de uma nova classe de moléculas identificada
recentemente nos venenos de elapideos e colubrideos, a WAP (Whey Acid Protein) ou
waprinas. Os membros da familia WAP possuem aproximadamente 50 residuos de
aminoacidos sendo oito residuos de cisteina conservadas formando quatro ligacoes
dissulfeto. Os segmentos entre os residuos de cisteina conservados sdo variaveis
entre as WAPs, o que confere a esta classe de proteinas uma diversidade de funcdes
ja descritas, como inibicdo Na*K*ATPase (Araki et al., 1989), inibidor de proteinase
com atividade antimicrobiana (elafina) (Francart et al., 1997), atividade inibitéria do
crescimento (ps20) (Larsen et al., 1998) e atividades antibacterianas (St. Pierre et al.,
2008). A maioria das proteinas de dominio WAP ja descritas esta envolvida no sistema
imune inato (Nair et al., 2007).

A primeira waprina ofidica foi isolada a partir do veneno Naja nigricollis, e
recebeu o nome de Nawaprina. A Nawaprina possivelmente ndo apresenta atividade
inibidora de proteases por apresentar diferencas estruturais significativas quando
comparada a elafina, sugerindo uma atividade diferente em venenos de serpentes
(Torres et al., 2003). Devido a pequena quantidade encontrada nas pegonhas de
serpentes, a atividade biol6gica das waprinas é pouco caracterizada. Apenas a
Omwaprin (Oxyuranus microlepidotus) tem sua funcionalidade conhecida, possui

atividade antimicrobiana especifica para bactérias Gram-positivas (Nair et al., 2007).

A seqléncia primaria da Miwaprina possui similaridade com waprinas do
colubrideo Philodryas olfersii (Waprin-Phi1 e Waprin-Phi2) e do elapideo Naja
nigricollis. O alinhamento entre Miwaprina e Nawaprina revelou que além dos residuos
de cisteina, residuos como glicina, lisina e prolina sdo conservadas ao longo da
cadeia. Levando-se em consideracdo que os residuos de prolina e cisteina séao
determinantes para o dobramento da proteina, pode-se sugerir que Miwaprin e

Nawaprin provavelmente possuem estruturas tridimensionais similares.
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Le&o e colaboradores (2009) identificaram a presenga de waprina no veneno de
M. corallinus a partir de andlises transcriptémicas. No entanto, foi determinada apenas
parte da estrutura primaria. Assim, a Miwaprina descrita no presente estudo é a
primeira WAP dos venenos das cobras corais completamente sequenciada. Devido
sua pequena quantidade na pecgonha, ndo foi possivel determinar sua atividade

biologica.

5.4. Fosfolipase A2

As fosfolipases do tipo A2 sdo encontradas na maioria dos venenos e sao
classificadas em duas categorias: classe |, comumente encontrada em elapideos;
classe Il, comum nos venenos de viperideos. Geralmente as PLA2 possuem 120
aminoacidos com seis ou sete ligagdes dissulfeto, composta por a-hélices e algumas
estruturas em folhas B (Dufton e Hider, 1983). Segundo esta classificacdo as trés
PLA2 (MFRONT 1, 2 e 3) aqui isoladas e parcialmente sequenciadas, provavelmente
fazem parte da classe |I.

Nos venenos de serpentes, as PLA2 apresentam varias isoformas que, apesar
de sua grande similaridade na sequéncia primaria, demonstram fungdes biol6gicas e
especificidades diversas que ocorrem independentemente da atividade enzimatica.
Além da fungado classica de digestdo de lipideos, as PLA2 podem também
desempenhar: atividade neurotdxica (pré- e poés-sinaptica), miotdxica, cardiotédxica,
hemolitica, convulsivante, hipotensora, edematogénica, coagulante, inibidora de
agregacdo plaquetaria (Kini, 2003). Andlises das sequéncias de amino&cidos
revelaram que grupos de aminodcidos especificos sao importantes no desempenho de
cada uma dessas atividades.

Nas PLA2 elapidicas, € comum a posicdo 11 da cadeia de aminoacidos ser
ocupada por um residuo de cisteina, a qual mantém uma ligacao dissulfeto com a Cys-
80 (Renetseder et al., 1985). A MFRONTS3 possui a Cys-11, que também é descrita
nas PLA2 de M. nigrocinctus (Alape-Girén et al., 1996) , M. dumerelli carinicauda (Dal
Belo et al., 2005a) e M. pyrrhocryptus (Dokmetjian et al., 2009).

Os residuos Tyr-3, Trp-64 e Phe-66 sdo considerados importantes para a
dimerizagao e para a atividade enzimatica (Singh et al., 2001). A auséncia desses
residuos promoveu a perda das atividades enzimatica e miotéxica em MiDCAI (PLA2
de M. d. carinicauda) (Dal Belo et al., 2005 a). Arg-15, Val-190, Ala-103 e Ans-110
correspondem aos residuos cruciais para a atividade miotéxica (Alape-Giron et al.,
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1996). A regiao N-terminal da MFRONT3 possui conservada a Tyr-3 e a posi¢éo 15 é
ocupada por glicina, o que pode sugerir auséncia ou baixa atividade miotéxica.

A atividade neurotoxica pré-sinaptica é descrita para PLA2 isoladas a partir dos
venenos de M.d.carinicauda (Dal Belo et al., 2005b) e M. lemniscatus. Francis et al.
(1997) isolaram, mas ndo sequenciaram, uma PLA2 com atividade hemorragica e
hipotensora em M. frontalis. MFRONT 1, 2 e 3 n&o tiveram sua atividade biologica,
bem como suas sequéncias completamente identificadas, devido a pequena
quantidade de amostra purificada.

A escassez de veneno das serpentes do género Micrurus, bem como a reduzida
quantidade de amostra purificada sdo os fatores limitantes para a realizagdo de
ensaios biolégicos. A coleta de animais € consequentemente mais veneno para isolar
as amostras seria necesséria. No entanto, M. frontalis além de ser uma serpente dificil
de ser encontrada, estd prestes a entrar para a lista de animais vulneraveis de
extincdo (Jorge da Silva, 2007). A sintese quimica é uma alternativa inviavel uma vez
que as cadeias polipeptidicas aqui determinadas possuem mais de 50 residuos de
aminodacidos e sado ricas em ligagdes dissulfeto. Uma possivel solugdo para a
elucidacdo da atividade biolégica dos componentes seria a expressao heteréloga a
partir de proteinas ja seqilienciadas como as descritas no presente estudo. Assim,
estes componentes poderiam ser utilizados também como ferramentas
farmacologicas.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo caracterizou estruturalmente alguns componentes isoladados
a partir da pegonha da serpente Micrurus frontalis. A unido de técnicas como
cromatografia liquida, espectrometria de massa e sequenciamento por degradacao de
Edman e De novo, possibilitou tracar o perfil polipeptidico da peconha, o qual se

mostrou rico em moléculas com massas moleculares entre 6 e 15 kDa.

Os componentes majoritarios eluidos entre 30-35% em gradiente de acetonitrila
sao neurotoxinas da familia de trés-digitos, que causam o bloqueio da transmissao
neuromuscular, atuando provavelmente nos receptores nicotinicos de acetilcolina pos-
sinapticos. Estas neurotoxinas foram nomeadas de Frontoxinas e correspondem as
primeiras toxinas completamente sequenciadas a partir do veneno da serpente M.
frontalis.

A peconha de M. frontalis possui uma grande quantidade de isoformas com
massa molecular entre 13-14 kDa. Os fragmentos com esta faixa de massa
sequenciados mostraram alta similaridade com segmentos encontrados em
fosfolipases do tipo A2, confirmando a presenca desta classe de proteinas no veneno.

Uma nova familia de proteinas pouco abundante nos venenos ofidicos, as
waprinas, foi identificada no veneno de M. frontalis. A Miwaprina é a primeira waprina

dos venenos das serpentes do género Micrurus completamente sequenciada.

O veneno da serpente coral M. frontalis possui uma riqueza polipeptideos pouco
conhecidos, provavelmente em virtude da dificuldade de coleta dos animais, da
pequena quantidade de veneno obtida em cada extragéo e da laboriosa purificacéo e
identificacdo dos componentes. O presente estudo contribui para o conhecimento de
parte dos componentes deste veneno e abre perspectivas nao so6 para a identificacao
dos demais componentes, como também do provavel papel dos mesmos na captura
de presas e nos envenenamentos.
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ABSTRACT

Neurotoxicity is a major symptom of envenomation caused by Brazilian coral
snake Micrurus frontalis. Due the small amount of material that can be collected, no
neurotoxin has been fully sequenced from this venom. In this work we report six new
three-finger like toxins isolated from the venom of the coral snake M. frontalis which we
named Frontoxin (FTx) I-VI. Toxins were purified using multiple steps of RP-HPLC.
Molecular masses were determined by MALDI-TOF and ESI ion-trap mass
spectrometry. The complete amino acid sequence of FTx II, lll, IV and V were
determined by sequencing of overlapping proteolytic fragments by Edman degradation
and by de novo sequencing. The amino acid sequences of FTx I, Il, Ill and VI predict 4
conserved disulphide bonds and structural similarity to previously reported short-chain
a-neurotoxins. FTx IV and V each contained 10 conserved cysteines and share high
similarity with long-chain a-neurotoxins. At the frog neuromuscular junction FTx II, 1lI
and IV reduced miniature endplate potential amplitudes in a time-and concentration-
dependent manner suggesting Frontoxins block nicotinic acetylcholine receptors.

Keywords: Micrurus frontalis, neurotoxin, three-finger toxins, nicotinic
acetylcholine receptor
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1. Introduction

Snake venoms are a mixture of pharmacologically active proteins and
polypeptides fundamentally important for the capture and digestion of prey, and for
defense against predators (Hodgson and Wickramaratna, 2002). Elapid snake venoms
are rich in three-finger scaffold neurotoxins. This toxin family adopts a flat, leaf-like
shape formed by three adjacent loops that emerge from a small globular core, which is
the location of four conserved disulphide bonds (Menez, 1998; Tsetlin, 1999). Three-
finger toxins bind with high affinity and selectivity to nicotinic acetylcholine receptor
(nAChR) affecting cholinergic synaptic transmission (Antil-Delbeke et al., 2000;
Nirthanan et al, 2002). Neurophysiological alterations similar to those induced by a-
neurotoxins are observed in coral snakes venoms (genera Micrurus, Leptomicrurus

and Micruroides) (Serafim et al., 2002).

The Micrurus genus is the major representative elapid in the Americas, with
more than 70 species distributed in southwestern United States, Central and South
America (Roze 1996; Campbell & Lamar 2004). These elapids are relatively small, non
aggressive animals with aposematic coloration, that generally live underground.
Micrurus venoms have been little studied because these animals are difficult to capture
and to keep in captivity, have restricted and specialized diets, and produce limited

amount of venom.

Reports of snake bite by Micrurus are rare, but can be quite severe depending
on the amount of venom injected and the age of victims. In severe cases, Micrurus
bites can result in death due to respiratory arrest (Vital Brazil et al., 1987), probably as
a result of a progressive blockade at neuromuscular endplate. Experimental studies
suggest that Micrurus venoms cause neurophysiologic changes, cardiotoxic,
haemolytic and myotoxic effects (Aird and Jorge da Silva, 1991; Gutiérrez et al., 1992;
Francis et al., 1997; Cecchini et al., 2005).

Micrurus venom toxins block neuromuscular transmission and may be classified
according to their mechanism of action. M. corallinus for example was classified as
having both presynaptic and postsynaptic actions, because it causes reduction in the
response to exogenously applied acetylcholine (post-synaptic action, presumably on
muscle isoforms of the nicotinic receptors) as well as an increase of spontaneous
release (a presynaptic action, possibly mediated by alpha-7 containing nicotinic
receptors). On the other hand, M. frontalis and M. lemniscatus demonstrated only

99



postsynaptic activity (Vital Brazil, 1983). To date, individual toxins from M. frontalis
venom have not been studied separately.

Although coral snakes have been studied as sources of neurotoxins, only a few
complete toxin sequence data have been gathered from M. corallinus (Oliveira et al.,
2000; Ledo et al., 2009), M. nigrocinctus (Rosso et al., 1996), M. surinamensis
(Olamendi-Portugal et al., 2008) and M. pyrrhocryptus (Dokmetjian et al., 2009)
venoms. Presently there are few studies with neurotoxins from Brazilian coral snake
venoms. Three-finger neurotoxins from M. corallinus were recently identified by
transcriptomic analysis, based on close similarities of the amino acid sequences
deduced from complementary DNA cloning (Leao et al., 2009). N-terminal amino acid
sequence of a postsynaptic action toxin from M. frontalis was partially sequenced by
peptide purification (Francis et al.,, 1997). In this study we describe the isolation,
molecular mass determination, complete and partial amino acid sequencing of short
and long -chain three-finger toxins isolated from M. frontalis (Brazilian coral snake)
venom and tested their ability to block miniature endplate potentials at the

neuromuscular junction.

2. Material and Methods
2.1. Venom

The venom of Micrurus frontalis was obtained by manual gland compression
using glass micropipettes, lyophilized and stored at -80 °C. The pool of M. frontalis
venom was extracted from adult specimens (n=5), which were kindly donated by
Centro de Estudos e Pesquisas Biolégicas at Universidade Catélica de Goiés, (Brazil).

2.2. Purification

Aliquots from the pool of crude venom were initially fractionated by semi-
preparative reverse phase chromatography using a C4 column (204TP510 Grace
Vydac, USA) on a Class VP chromatographer from Shimadzu Co. (Japan). All fractions
eluted during the 120 minutes linear acetonitrile gradient (0.1% TFA to 95% acetonitrile
containing 0.1% TFA) with 2.5 mL/min flow rate were submitted to further purification
steps on analytical columns and Ultra Fast Liquid Chromatography on an UFLC
Prominence system using Shim-pack XR-ODS (Shimadzu Co., Japan) from Shimadzu

Co (Japan). The HPLC fractions containing neurotoxins were purified up to mass
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spectrometry grade using a Cqs (218TP54 Grace Vydac, USA) and/or Source 5RPC
(150 x 4.6 mm, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) columns with optimized
gradients of acetonitrile over 60 minutes for each molecule. All experiments were
monitored at 216 and 280nm and each fraction was collected manually, frozen in liquid
nitrogen, lyophilized and stored at -20 °C.

2.3. Purity, Molecular Masses and Cysteine Content Determinations

The purity and accurate molecular mass determination of each purified
molecule were determined by ESI HCT-Ultra ETD Il (Bruker Daltonics, Billerica, USA),
MALDI Synapt HDMS (Waters Co. Manchester, UK) and on an UltraFlex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, USA) according to the best possible signal/noise relation for each

individual molecule.

Under electrospray ionization, the samples were reconstituted with 100-300 pL
of solvent (50 % acetonitrile containing 0.1 % formic acid). The MS scans were
performed in the range of m/z 300-3000 Da. For MALDI-TOF/MS experiments, the
selected fractions were dissolved in Milli-Q water, mixed with a saturated matrix
solution of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (1:3), spotted onto a MALDI-TOF plate and
dried at room temperature. The MS spectra were generated in linear and reflector
modes with external standard calibrations provided by Bruker Daltonics.

2.4. Toxins Reduction and Alkylation

Disulphide bonds reductions and S-alkylation of each native polypeptide
were achieved by incubation with 50-fold DTT (dithiothreitol, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) excess in 100 mM ammonium bicarbonate solution pH 8.0 buffer, for 1 h at 70 °C
followed by the addition of 50 mM iodoacetamide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at 37
°C during 1h, in the dark. The reduced and alkylated polypeptides were purified by RP-
HPLC using an analytical Cig column (218TP54 Grace Vydac, USA) eluted with linear
gradient (5-95% ACN). ESI-lonTrap/MS, ESI-Q-TOF/MS and MALDI-TOF/MS
experiments were performed to determine average and accurate monoisotopic

molecular masses of the reduced and S-alkylated samples.
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2.5. Enzymatic cleavages

Five different proteolytic enzymes (sequencing-grade proteases Asp-N,
chymotrypsin, endopeptidase Glu-C, endopeptidase Lys-C and trypsin) were used to
obtain suitable peptide sequence overlaps for unambiguous complete primary structure
determination of each one of the M. frontalis neurotoxins.

Asp-N (Roche Applied Science, Germany) - The reduced and alkylated sample
was dissolved in 50 mM sodium phosphate pH 8.0 and digested at an enzyme to
substrate concentration of 1:100 (w/w) for 2h at 37°C.

Chymotrypsin (Roche Applied Science, Germany) - This enzymatic hydrolysis
was performed dissolving each sample in 100 mM Tris-HCI, pH 7.8. Ten microliters of
the enzyme were added and incubated with intermittent agitation overnight at 37 °C.

Glu-C (Roche Applied Science, Germany) — The samples were dissolved in 0.1
M ammonium bicarbonate pH 8.0 at a concentration of 10 mg/mL and added 2% (w/w)
enzyme to substrate. The enzymatic reaction was incubated at 37 °C for 24 h.

Lys-C (Roche Applied Science, Germany) — In the treatment with endoprotease
Lys-C the samples were dissolved in 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.0, to which 20
pL of enzyme were added and incubated with agitation for 24 h at 37 °C.

Trypsin (Pierce Chemical, USA) - The immobilized TPCK Trypsin was
prepared for use by washing successively with 10mM ammonium bicarbonate solution.
Samples were dissolved in 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.0 and the enzyme
solution was added to a final concentration of 2% (w/w). The reaction was incubated for
2 h at 37 °C with intermittent agitation.

In all enzymatic treated toxins the resulting peptides were separated by RP-
HPLC on a Vydac 218TP54 C;g analytical column using a linear gradient (5-95% ACN)
and their grades of purity, molecular masses and parent ion fragmentations were
obtained by a number of specific mass spectrometry experiments.

N-terminal amino acid sequencing of the intact and the S-alkylated neurotoxins
were performed by the automatic Edman Degradation in a PPSQ-23 Sequencer
(Shimadzu Co. Japan). Sequence similarity searches and alignments were performed
using the MPsrch (http://www.ebi.ac.uk/MPsrch/) and Clustal W multiple alignment tool
available on Bioedit v. 7.0.4.1 software.
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2.6. Electrophysiological Assay

All experiments were carried out using protocols approved by the institutional
animal care and use committee of Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA -
UFMG). The experiments were performed at room temperature using cutaneous
pectoralis muscle from Rana catesbeiana. The animals were sacrificed by decapitation
and the muscle was pinned onto a bed of Sylgard (Dow Corning, USA) in a 4 mL
chamber containing Ringer solution with the following composition (in mM): NaCl 115;
KCl 2.5; CaCl, 1.8; and N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]
(HEPES) 5, pH 7.4. Miniature end-plate potentials (MEPPs) were recorded by
intracellular impalement of the end plate region of muscle fibers with 5-15 MQ
microelectrodes filled with 3 M KCI. Details of our methods are described in Oliveira et
al (2007). The toxins were added directly to the bath. For recovery conditions, the
preparation was washed with toxin free Ringer solution (5 mL/min) for at least 30
minutes. Quantal size was measured and corrected to a standard membrane potential
of -90 mV using the method of Katz and Thesleff (1957). We measured MEPP
amplitude as the mean of 100 MEPPS in control conditions and at least 30 MEPPS at
the various times studied after toxin application. To evaluate the statistical significance
of changes in MEPP size and frequency, each neuromuscular junction served as its
own control. For each experiment, we calculated the mean and 95% confidence limits
for these ratios based on Student’s distribution. When the range defined by mean +
95% confidence limit did not contain the value 1.0, we considered the effect statistically
significant.

3. Results and Discussion
3.1 Isolation and Purification of M. frontalis venom components

Fractionation of M. frontalis venom by RP-HPLC on a semipreparative C, and
an analytical C,C4g column yielded more than 30 different components (Fig. 1). The
major neurotoxin-rich fractions could be separated at the early stages of the acetonitrile
gradient as four intense UV absorbance peaks revealing a number of polypeptides with
molecular masses ranging from 6 to 8 kDa. The five most abundant toxins eluted
between 30-35% acetonitrile were submitted to further purification steps and later
named Frontoxins (FTx). Fraction 7 from analytical C.Cis chromatography (Fig. 1B)
was also rechromatographed although it was not an intense UV absorbance fraction.
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Less abundant fractions FTx together with PLA2-like proteins, L-amino acid
oxidase and whey acid protein (WAP) broadly identified and characterized during this
work do not belong to the objectives of the present manuscript but they will be reported
elsewhere. Nevertheless, it is of great importance to point out that each semi-
preparative fraction of M. frontalis venom was highly populated with a consistent
number of distinct isoformes of the major polypeptides purified which imposed a skillful
and laborious effort in the optimization of the protein separation techniques available
not only to reach the levels of purity required but also to obtain a suitable amount of
material required for every FTx isolated.

The polypeptide content of fraction 6 (Fig.1A) was submitted to two
chromatographic steps. The first step was performed using a C;g analytical RP-HPLC
and the resulting fractions were subsequently applied to a high performance Shim-
Pack XR-ODS column on an Ultra Fast Liquid Chromatography (UFLC) with a flow rate
of 0.4 mL/min at 50 °C. Frontoxin | (FTx I) and Frontoxin Il (FTx 1l) showing molecular
mass values of [M+H]" = 6642.8 and 6548.9 Da respectively (Fig. 2A1 and A2) were
isolated as major components among at least four other less abundant isoforms.
Similar purification strategies were used with fractions 5, 10 (Fig.1A) and 7 (Fig.1B)
yielding Frontoxin 1l (FTx Ill), Frontoxin IV (FTx IV) and Frontoxin VI (FTx VI) (Fig. 2B,
C and E) with corresponding molecular mass values of [M+H]" = 7032.8, 7411.3 and
7327.4 Da. An additional step of purification, using a Source 5RTP column, was
performed to isolate fraction 10, which resulted on Frontoxin V (FTx V), showing a
molecular mass of [M+H]" = 7166.1 Da. Mass spectrometry data of all native
Frontoxins are shown in Fig. S1(Supplementary Material).

3.2. Frontoxins Primary Structure Determinations

The half-cystine content of the isolated Frontoxins was evaluated after reduction
and S-alkylation. The number of S-alkylated cysteine residues was obtained by
comparisons of the molecular mass values of the iodoacetamide treated DTT reduced
neurotoxins and their respective native mass forms, divided by the mass increased by
alkylation of one thiol group (57.1 Da). The obtained mass value differences indicated
the presence of eight half-cystine residues in FTx I, Il, Ill and VI and ten in FTx IV and
V (Table 1). Mass spectrometry data of S-alkylated FTx are shown in Fig.S2
(Supplementary Material).
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Native and S-alkylated Frontoxins (I-VI) were submitted to N-terminal
sequencing by automatic Edman Degradation. Five different proteases (Asp-N,
chymotrypsin, Glu-C, Lys-C and trypsin) were used to confirm the complete primary
structure of five neurotoxins isolated from M. frontalis and the first twenty nine N-
terminal residues of FTx VI (Fig. 3). After proteolysis of each Frontoxin, the resulting
peptides were separated by RP-HPLC, mass analyzed and sequenced by CID
fragmentation experiments and Edman Degradation (Table 2). The results were
compared with other protein sequences at the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) database using the MPsrch (http://www.ebi.ac.uk/MPsrch/) and

BLAST (Fig. 4). Sequence alignments based on the conserved cysteine residues for all
Frontoxins and neurotoxins from available Micrurus species (Fig. 3) revealed that these
proteins belong to the alpha-neurotoxins, non-enzymatic polypeptides rich in disulphide
bonds (4 or 5) with similar pattern of protein folding with three-stranded loops extending
from a central core containing four conserved disulphide bonds (Menez, A. 1998;
Tsetlin, V. 1999). Frontoxins I, Il and 1l belong to the short-chain neurotoxin family (Fig.
4A). Correspondingly, Frontoxins IV and V have high similarity scores with the long-
chain neurotoxins (Fig. 4B). Long-chain toxins have five disulphide bonds, which bind
to both muscle type and neuronal a7 nicotinic receptor. Generally the additional
disulphide bond is located in loop Il and it appears to be essential for the acetylcholine
receptors binding (Servent et al., 1997). By similarity it is feasible to propose that FTx
IV and FTx V might possess a fifth disulfide bond located in the loop | (Cys-6 — Cys-
11). Proteins with this structural characteristic are classified as weak toxins or long
neurotoxin homologs (Utkin et al., 2001a, b) which are capable of interacting with
muscle and neural nicotinic acetylcholine receptors like long-chain neurotoxins with
varying degree of affinity (Ogay et al., 2005). Only Trp-29 was conserved in M. frontalis
long-chain toxins reinforcing the point that each type of toxin utilizes specific residues
for receptor recognition. A conserved residue, therefore, even if it is functionally
important in one toxin member, may not necessarily be critical in all members of the
toxin family (Antil, et al., 1999).

The first 35 amino acid residues of FTx | were 100% identical with the partial
amino acid sequence of the short-chain neurotoxin of M. frontalis published by Francis
et al. (1997), suggesting that the two results may refer to the same polypeptide. Due to
insufficient amounts of protein in the studied venom, Frontoxin VI was partially N-
terminal sequenced (Fig. 3) and disulphide content determination indicated the
presence of 8 half-cystines in the sequence (Table 1). These results strongly suggest
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that FTx VI could be considered the fourth short-chain neurotoxin present in the
Micrurus frontalis venom.

The protein sequence data reported in this paper will appear in the UniProt
Knowledgebase under the accession number(s) P86420, P86421, P86422, P86423,
P86424 and P86425.

3.3. Inhibition of miniature endplate potentials

FTxs showed high sequence similarity to a-neurotoxins, which block the
nAChRs. We therefore tested their effect on miniature endplate potential. Our results
show that after 45 min application, 1 upM FTx Il, lll and IV decreased MEPP amplitudes
by approximately 50% (Figs. 5 and 6). In addition, there was a reduction of
approximately 48+29% (mean in £ 95% confidence limits) in MEPP frequency for the
three toxins tested. The effect on the frequency was probably due to disappearance of
the smaller MEPPs into the baseline noise. The same concentration of d-tubocurarine
inhibited MEPP amplitude by 55+25% (Fig.5 and 6), and reduced MEPP frequency by
78+35%. At 2 uM, the short-chain neurotoxins FTx Il and Il completely abolished
MEPPs whereas at this dose FTx IV inhibited MEPPs by only 61+40% (mean * 95%
confidence limits) (Fig. 6). MEPP amplitudes did not recover even after extensive
washing (>20 min) with toxin-free Ringer solution (data not shown).

Although the short-chain toxins FTx Il and FTx Il exhibit similar potency on frog
muscle preparation (Fig. 6) they possess very different primary structures, having in
common just the conservative Cys residues. Although FTx Il contains some of the
amino acid residues postulated to be important on nAChR binding, FTx Il does not.
Clearly, our knowledge of the structural requirements for nicotinic receptor blockade is
incomplete.

FTx IV belongs to the superfamily of three-fingered toxins with five disulphide
bonds located in the first loop, that can bind to muscle (a1) and to neuronal (a-7)
nAChRs. These toxins, also called weak toxins, typically have lower toxicity than a-
neurotoxins and are at least partially reversible (Kini, 2002). However, weak toxins do
not appear to be functionally homogeneous class of toxins since both reversible and
irreversible inhibition of muscle and neural AChRs has been reported (Servent et al.,
2000). It has been postulated that the absence of Asp-31 may be associated with easy
reversibility of neuromuscular blockade (Nirthanan, et al., 2003). Our data corroborate

106



this hypothesis because FTx IV assayed in this study contains an Asp-31 in primary
structure and irreversible inhibited MEPP amplitudes and frequency.

The great variability observed in the primary sequence of neurotoxins within a
single species has been attributed to the diversity, availability and susceptibility of prey
(Daltry et al., 1996). In Australian elapids may have arisen as response to the variation
in AChR targets presented by a wide range of target prey organisms including
mammals, amphibians and other reptiles (St Pierre et al., 2007). Coral snakes often
have restricted and specialized diets, feeding almost exclusively on other small snakes
and/or amphisbaenians. Previous studies of coral snake venoms have suggested a
strong predator-prey selective regime as an important determinant of venom
composition (Jorge da Silva and Aird, 2001). However, M. frontalis venom shows high
diversity of three-finger toxins as observed in M. surinamensis proteome (Olamendi-
Portugal et al., 2008), M. corallinus venom gland transcriptome (Leao et al., 2009) and
M.pyrrhocryptus.(Dokmetjian et al., 2009).

4. Conclusion

This study reports the isolation and characterization of Frontoxins, the first
three-finger neurotoxins full primary sequences identified from Brazilian coral snake
Micrurus frontalis venom. Frontoxins [, Il, Ill and VI are short chain toxins with 4
disulphide bonds while FTx IV and V displayed long-chain neurotoxin. Both produces
neuromuscular blockage by interaction with postsynaptic nicotinic acetylcholine
receptors, probably playing a role in the immobilization of prey. Due the insufficient
amount of purified FTx I, V and VI, these toxins were not submitted to the biological
assay.
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Fig. 1. Chromatographic profile of M. frontalis crude venom in a semipreparative
C, (A) and analytical C,C4s (B) columns. The venom was eluted with trifluoroacetic
acid (TFA) (0.1%) (Solvent A) and acetonitrile (95% + 0,1% TFA) (Solvent B), under a
linear gradient of solvent B for 100 min. The absorbance was monitored at 216 and 280
nm in arbitrary units (A.U.). Fractions 5, 6, 10, 12 (A) and 7 (B) were further purified for
amino acid sequencing.

Fig. 2. Isolation of FTxs, neurotoxins from M. frontalis venom. (A) FTx | and Il
were purified after a Cyg reverse-phase chromatography (A1) followed by Ultra Fast
Liguid Chromatography using a Shimpack-XR-ODS column under a linear gradient of
acetonitrile at a flow rate of 0.4mL/min (A2). FTx lll (B), IV (C) and VI (E) were purified
after previous chromatographic steps using a shallow gradient of acetonitrile (25-35%
over 20-60 min) (blue line) on a C4g reverse-phase column. FTx V (D) was purified by
reverse-phase HPLC on C;g column under a shallower gradient of acetonitrile (20-35%
over 60 min) (D1) and a final reverse fase chromatography using a Source 5RTP
column under the same conditions used on Cyg reverse-phase (D2). In all purifications
the absorbance was measured at 216 (black line) and 280 nm (red line).

Fig. 3. Determination of the complete primary sequence of FTx II, lll, IV and V and
parcial sequence of FTx | and VI. The sequences were determined after reduction,
alkylation and in some cases after enzimatic cleavage with Asp-N, Lys-C, Glu-C,
trypsin and chymotrypsin. The fragments of peptides were purified by HPLC and
identified by Edman degradation (solid lines) and MS/MS (dashed lines).

Fig. 4. Amino acid sequence comparison of Frontoxins with neurotoxins from
Micrurus venom. (A) FTx |, Il and Ill were compared with short-chain neurotoxins. (B)
FTx IV and V were compared with long-chain neurotoxins. Gaps (-) have been inserted
to maximize similarity. Conserved cysteine residues are shaded. The sequence data
were obtained from National Center for Biotechnology Information (NCBI) protein data
base. MICNI, Micrurus nigrocinctus; MICSU, Micrurus surinamensis; MICPY, Micrurus
pyrrhocryptus; MICCO, Micrurus corallinus.

Fig. 5. Frontoxins decrease miniature endplate potentials (MEPPs) at frog
neuromuscular junction. Shown are the distributions in MEPP amplitude before and
45 min after application of 1 uM FTx Il (A), 1 uM FTx IV (B), or 1 uM d-tubocurarine
(C). Insets: Average MEPP waveforms before and after treatment. Calibration bars: 10
ms (horizontal), 0.1 mV (vertical).

Fig. 6. Dose-dependent inhibition of MEPP size by Frontoxins at the frog
neuromuscular junction. Each point represents the mean of the percentage of
inhibition obtained after 45 minutes incubation with FTx Il, 1ll, IV or d-tubocurarine.
Error bars are the 95% confidence limits of each mean (N=3 to 6).
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Figure 6
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Table 1. Molecular mass and number of cysteine residues of purified

components of M. frontalis venom.

FTx MM (native) MM (Red_Alk) Number Cys

(Da) (Da) residues
I 6642.8 7098.8 8
Il 6548.9 7013.2 8
i 7032.8 7496.2 8
\" 7411.3 7996.6 10
\ 7166.1 7746.4 10
\ 7327.4 7790.8 8
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Table 2. Molecular mass and localization in the sequence of peptides obtained from
the enzimatic treatment of Frontoxins with different endoproteases. Molecular masses
were determined by MALDI-TOF/MS, using an UltraFlex Il instrument.

Molecular mass

Sample Enzyme Peptide Calculated* Experimental
cleavage position Native  Red-Alk
FTx I Glu-C 1-19 2155.9 2269.9 2270.6
Glu-C 20-36 2137.0 2194.0 2194.3
Glu-C 37-56 2107.0 2392.1 2392.3
FTx I Chymotrypsin 1-4 511.2 568.2 568.3
Asp-N 8-37 3364.4 3478.4 3478.2
Glu-C 22-51 3441.4 3612.5 3614.5
Chymotrypsin 23-34 1362.6 1362.6 1362.9
Trypsin 23-38 1934.3 1934.3 1934.5
Chymotrypsin 38-47 1512.5 1683.6 1684.7
FTx Il Glu-C 1-15 1681.7 1738.7 1738.1
Lys-C 1-27 3081.3 3252.4 3252.4
Lys-C 28-47 2127.0 2241 1 2238.4
Trypsin 52-62 1219.4 1390.5 1390.7
FTx IV Glu-C 1-9 1059.4 1173.4 1173.4
Lys-C 5-27 2557.0 2785.0 2785.1
Glu-C 16-35 2600.1 27141 27141
Lys-C 29-64 4414.8 4700.0 4701.9
Glu-C 39-49 1207.5 1321.5 1321.5
Glu-C 50-64 1758.7 1929.8 1929.8

*Calculated molecular mass values were determined by PeptideMass program
available on Expasy (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html).
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Supplementary material S1. Molecular mass spectra of Frontoxins. Electrospray ionization
ion trap mass spectra were determined by HCT-Ultra ETD 1 (FTx | (A) and IV (D)) and by
MALDI Synapt HDMS (FTx 1l (B), IIl (C) and ¥ (E)). The spectra show a series of multiple
charged ions, correspondng to proteing with [M+H]F=6642 81 (A), [M+H]*=6548 91 (B),
[M+H=7032.89 (C), [M+H]*=7411.38 (D) and [M+H]*= 716618 (E). (F) MALDI-TOF/MS

mass spectrum of FTx VI, in an UltraFlex Il
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Supplementary material S2. Representative mass spectra of FTx Il (A) and FTx [l (B)
after cystine reductions and S-alkylation. The spectra shows a series of multiple charged
ions, correspondng to proteins with [M+H]'=7013 .23 (A) and [M+H]*= 7496 26 (B). ESI
mass spactra were determined by MALDI Synapt HDMS.

119



