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Resumo

Com o desenvolvimento tecnoldgico, areas da pesquisa como a proteémica, analises
anti-vendmicas e prospeccdo de novas proteinas com atividade bioldgica em venenenos
de serpentes vem crescendo nos ultimos anos. Estudos de venenos raros e de dificil
obtencdo, como o0s venenos de serpentes do género Micrurus comecaram a ser
realizados com maior frequencia. O género Micrurus (cobra coral) é o principal
representante da familia Elapidae nas Américas e compreende 61 espécies distribuidas
do Sul dos Estados Unidos ao sul da América do Sul. No envenenamento por espécies
deste género sdo observados sintomas neurotoxicos devidos a um progressivo bloqueio
da transmissdo neuromuscular, o que pode levar a vitima a morte por paralisia muscular
e parada respiratoria. Apesar da sua alta toxicidade poucas informacdes existem acerca
da caracterizacdo bioguimica e farmacoldgica desse veneno. No presente trabalho, em
um primeiro momento, analises protebmicas foram realizadas objetivando o melhor
entendimento da composicdo dos venenos das espécies M. frontalis, M. ibiboboca e M.
lemniscatus. Nos trés venenos investigados, proteinas com massa moleculares entre 6 e
8 kDa e 12 e 14 kDa mostraram-se mais abundantes. Por meio de sequenciamento N-
terminal de proteinas purificadas, seqienciamento por espectrometria de massa
(MS/MS) de peptideos tripticos de eletroforese bidimensional e pesquisa de
similaridade em bancos de dados, foi verificado que os venenos sdo compostos de
proteinas similares a: neurotoxinas de cadeia curta e de cadeia longa, weak
neurotoxinas, venom protein E2, frontoxina Ill, precursores de lectina tipo C, PLA,,
LAO, metaloproteases e [-bungarotoxina. Ainda, forma relatados pela primeira vez, a
sequéncia N-terminal de sete proteinas purificadas do veneno de M. lemniscatus,
similares a 3FTx, PLA; e inibidores de proteases do tipo-kunitz ja descritas em venenos
de outras Micrurus e Elapideos. Em um segundo momento, a atividade anti-vendmica
foi investigada por meio da reacdo cruzada entre diferentes venenos de Micrurus e
antivenenos mono e polivalente, por meio de eletroforese bidimensional e
immunoblotting. O antiveneno polivalente anti-Elapidico apresentou maior grau de
reatividade cruzada com os venenos de M. frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus e de
espécimes peruanos de M. spixii, sendo este Ultimo usado como um ponto externo,

exemplificando um veneno que ndo é comumente encontrado no Brasil. Ainda, o anti-
XVI



M. corallinus reagiu fracamente com as proteinas dos venenos testados, tendo o anti-M.
ibiboboca mostrado melhor reacdo quando comparado ao anti-M.corallinus. As
proteinas mais imunogéncias dos venenos pertencem sdo similares a 3FTX, PLA,, B-
bungarotoxin, venom protein E2, frontoxina I1l, LAO e proteinas tipo lectina tipo C. As
implicacdes destes resultados para a produgdo de antivenenos contra Micrurus sao
discutidas. Ainda, como terceiro passo de investigacdo, duas proteinas da familia das
3FTx, com massas moleculares de 6435,4 Da e 6504,6 Da foram purificadas a partir do
veneno de M. lemniscatus e tiveram sua toxicidade ensaiada contra células de parasitas
e de mamiferos. Ambas as proteinas foram toxicas para formas promastigotas de L. (L).
amazonensis, apresentando uma porcentagem de morte de 49% e 39% dos protozoarios,
respectivamente, na concentracdo de 50 pg/mL. Entretanto, as mesmas proteinas

mostraram-se toxicas para macréfagos isolados de camundongos.

XVII



Abstract

Coral snakes from Micrurus genus are the main representatives of the Elapidae family
in South America. However, biochemical and pharmacological features of the
constituents of their venoms remain poorly investigated. In this study, venomic analyses
were carried out aiming a deeper understanding of the composition of the venoms of M.
frontalis, M. ibiboboca, and M. lemniscatus. To achieve this goal, two-dimensional
chromatography and mass spectrometry analyses, together with N-terminal sequencing
were employed. In these three observed venoms, proteins with masses ranging from 6 to
8 kDa and 12 to 14 kDa, related to 3FTx and PLA protein families, respectively, were
found to be the most abundant. We also report, for the first time, the N-terminal
sequence of four new proteins purified from the M. lemniscatus venom that are similar
to 3FTx, PLA; and Kunitz-type protease inhibitor from other Micrurus and elapid
venoms. Moreover, cross-reactivity among different Micrurus venoms and antivenoms
(anti-M. corallinus, anti-M. frontalis, anti-M. ibiboboca and anti-Elapidic) was carried
out by means of 2D-electrophoresis and immunoblotting assays. The generic anti-Elapid
venom displayed the highest degree of cross-reactivity. Conversely, anti-M. corallinus
reacted weakly against M. frontalis, M. lemniscatus, M. ibiboboca and M. spixii
venoms. In gel digestions, followed by mass spectrometry analyses and databank
similarity searching, revealed the most immunogenic protein families as similar to short
and long neurotoxins, weak neurotoxins, PLA;,, B-bungarotoxin, venom protein E2,
frontoxin 111, L-amino acid oxidase and C-type lectin. The implications of our results
for the production of Micrurus antivenoms are discussed. Additionaly, two proteins
from 3FTx family, with molecular masses of 6435,4 Da and 6504,6 Da, were purified
from the venom of M. Lemniscatus. Their toxicity against Leishmania and mammals
cells was tested. Both proteins were toxic to promastigotic forms of the L. (L).
amazonensis, leading to 49% and 39%, respectively, of death on the protozoan
population in the 50 pug/mL concentration. However, both proteins were also toxic to

mice macrophages.
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1 Introducéo
1.1 Aspectos gerais e dados epidemiolégicos do ofidismo

Em vérios paises, principalmente paises tropicais e subtropicais em
desenvolvimento, o envenenamento por picadas de serpentes vem sendo considerado
um problema de saude publica negligénciado (Chippaux, 1998; Theakston, Warrell et
al., 2003). As regides mais afetadas sdo a Asia, Africa, Oceania e América Latina, onde
se observa um maior idice de morbidade e mortalidade, devido ao falho sistema de
salde puablica, a escasses de antivenenos e a dificuldade de acesso aos mesmos
(Theakston e Warrell, 2000; Theakston, Warrell et al., 2003). A estimativa anual é que
ocorram, em todo o mundo, entre 421 mil e 1.841 milhGes de envenenamentos, com um

indice de letalidade entre 20 e 94 mil casos (Kasturiratne, Wickremasinghe et al., 2008).

Mais recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2009) reconheceu 0s
acidentes ofidicos como doencas tropicais negligenciadas, o que ira certamente
contribuir para um aumento no aporte financeiro e de interesse publico para combater
este problema (Who, 2010).

Na América do Sul, pela sua grande extensdo e diversidade de habitats, o Brasil é o
pais que apresenta 0 maior numero de acidentes ofidicos, embora paises como Peru,
Venezuela, Coldmbia, Equador e Argentina, também, apresentam grande importancia
epidemioldgica (Warrell, 2004). No Brasil, de 1990 a 1993, 20 mil casos de acidentes
foram notificados, com 90 mortes por ano (Saude, 2001). Porém, esse indice de
envenamento vem aumentando ao longo dos anos. Em 2003 foram notificados, 25.478

casos de envenenamento em todo o pais (Brasil e Saude, 2005).

No territorio brasileiro observa-se um maior numero de casos de ofidismo, nas
regides norte, nordeste e sudeste, sendo as regides sul e centro-oeste as menos afetadas.
Tais acidentes acomentem, principalmente, individuos do sexo masculino, trabalhadores
rurais, na faixa etaria de 15 a 49 anos, atingindo normalmente os membros inferiores
(Brasil e Saude, 2005).

Os acidentes ofidicos apresentam consideravel importancia médica em virtude da

sua grande frequiéncia e gravidade, sendo considerado um problema de satde publica no
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Brasil (Saude, 2001). Casos de envenenamento se ndo levam o individuo a 6bito, podem
deixar sequelas fisiologicas irreversiveis, causando um grave transtorno socio-

econdmico para o pais.

A maior incidéncia de ataques, no Brasil, ocorre com serpentes do género Bothrops
(87,5%), seguida do género Crotalus (9,2%) e Lachesis (2,7%). Em contrapartida, um
menor nimero de envenenamento (0,6%) € atribuido aos acidentes elapidicos, causado
pelas serpentes pertencentes ao género Micrurus (Fig.1) (Brasil e Saude, 2005).
Entretanto, no que se trata de letalidade, € observado um maior indice de morte em
acidentes provocados por serpentes do género Crotalus (Araujo, Santallcia et al.,
2003).

Crotalus
9,2% Lachesis
2,7%
Micrurus
0,6%

Bothrops
85,7 %

Figura 1: Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil, segundo o género (Brasil e
Saude, 2005)

Existem alguns estudos mais recentes publicados, com dados epidemiolégicos por
regides brasileiras, que ndo apresentam grandes diferencas dos dados publicados pelo
Ministério da Saude. No estado de Sdo Paulo, por exemplo, 506 casos de ofidismo
foram notificados entre 1999 e 2004, sendo o maior nimero de registros atribuidos a
serpentes do género Bothrops. Um baixo indice de letalidade é observado por acidentes
com serpentes do género Micrurus, apesar desde apresentar um veneno altamente

neurotoxico (Rojas, Almeida Santos et al., 2007).



Em 2004, um estudo epidemioldgico no estado de Goids mostrou que dos 2.350
casos de envenenamento relados, 78,6% foram causados por serpentes do género
Bothrops, 28,8% por Crotalus e 6% por Micrurus, sendo a letalidade geral de 0,46%
(Pinho, Oliveira et al., 2004). O maior indice de notificacdo correspondeu aos acidentes
crotalicos. J& na regido nordeste do pais, no periodo de 1999-2003, foram notificados
15.345 casos e 57 Obitos registrados, com letalidade geral de 0,37%, sendo o Rio
Grande do Norte o estado onde observou-se o maior nimero de obitos (Lira-Da-Silva,
Mise et al., 2009). Na Amazonia, regido norte do pais, 2.680 casos de ofidismo foram
registrados entre os anos de 1991 e 1999, com a maior letalidade (0,8%) entre as cinco
regides do pais (Aradjo, Santallcia et al., 2003). No estado de Minas Gerais, regido
sudeste do pais, no periodo de 2001 a 2005, os acidentes ofidicos ocorreram com maior
frequéncia nas Macrorregides Leste do Sul, Nordeste, Leste do estado e regido do
Jequitinhonha. A maior parte destes acidentes foi provocada por serpentes do género
Bothrops (81%) e Crotalus (18%), no periodo de maio a outubro, acomentendo
individuos com idade entre 20 e 59 anos, quando estavam em suas atividades de
trabalho (Secretaria do Estado de Minas Gerais, 2006).

Os dados epidemioldgicos muitas vezes ndo correspondem a realidade. Acredita-se
muito na subnotificagdo dos acidentes, por parte da popula¢do, uma vez que em muitas
regides do pais ainda € deficiente o sistema de informacdo e notificagdo. Porém de
forma geral, observa-se uma diminuicdo no nimero de oObitos, onde na década de 80
girava em torno de 250 por ano e atualmente em torno de 110 por ano (Cardoso e Wen,
2003). Tal fato pode ser explicado pelo desenvolvimento biotecnoldgico na producgéo de
soro e na maior eficiéncia e capacitacdo da sua distribuicdo. Em 1987, o Programa
Nacional de Controle de Acidentes por Animais Peconhentos implementou uma politica
de coordenacdo de producdo, distribuicdo de antivenenos, capacitacdo de recursos
humanos e vigilancia epidemioldgica em todas as regiGes brasileiras, visando uma
melhor eficiéncia no controle e tratamento dos acidentes (Aradjo, Santallcia et al.,
2003).

O envenenamento por serpentes peconhentas ocorre através da inoculagdo do
veneno na vitima, através das presas. O veneno contém uma variedade de proteinas,

com diversas atividades farmacoldgicas, capazes de promover diferentes manifestacdes
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clinicas. Como mencionado acima, os quatro géneros de serpentes com importancia
médica no Brasil sdo Bothrops, popularmente conhecida como jararaca, Crotalus

(cascavel), Lachesis (surucucu) e Micrurus (cobra-coral).

Comparando os estudos realizados com esses quatro tipos de venenos, pode-se
observar uma grande discrepancia de informacdes e conhecimentos gerados. Os
venenos de Bothrops e Crotalus encontram-se mais explorados no &mbito da pesquisa
bioquimica e farmacoldgica, quando comparados aos venenos das serpentes
pertencentes ao género Micrurus. Como base de comparagdo, uma rapida pesquisa no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (2011 -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/), em julho de 2011, forneceu 1336 artigos
relacionados ao veneno das serpentes botrépicas, 1279 ao género crotalico e apenas 21

relatos de estudos relacionados aos venenos de serpentes do género Micrurus.

Tal fato ndo se explica apenas pelo alto indice de acidentes botrépicos e crotalicos e
ao baixo indice de acidentes elapidicos no Brasil, 0 que poderia se tornar um incentivo
maior para 0s pesquisadores explorar 0s primeiros venenos e negligénciar estes ultimos.

Mas também, pela grande dificuldade que se tem de obter venenos elapidicos.

As serpentes do género Micrurus sdo mais dificeis de se encontrar na natureza, sao
animais de pequeno porte, fossoriais e, quando capturadas, apresentam grande
dificuldade de manutencdo em cativeiro. Morfologicamente, possuem glandulas
veneniferas pequenas, 0 que acarreta em uma baixa quantidade de veneno adquirida na
extracdo do mesmo. A pequena aquisi¢do de veneno implica em um aproveitamento,
quase que exclusivo deste, para a producdo soroldgica. O baixo indice de acidentes, ndo
torna as serpentes do género Micrurus menos importantes, uma vez que estas
apresentam um veneno rico em toxinas que podem levar o individuo a ébito, por parada

cardio-respiratoria.

Nos ultimos anos, a pouca quantidade de veneno tem deixado de ser um
empecilho nos estudos bioquimicos de venenos, sendo assim, varios estudos e
descobertas de novas proteinas tem sido realizados. Tal fato se deve a evolucédo das
técnicas protedmicas como espectrometria de massas (MS), cromatografia liquida (LC)

e eletroforese bidimensional (Gel-2D). Técnicas protedbmicas tem auxiliado na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/

caracterizacdo e na difereciacdo de venenos de diferentes espécies de serpentes como
Bothriechis lateralis, Bothriechis schlegelii, Alsophis portoricensis, Bothrops atrox,
Crotalus durissus terrificus, Bothrops cotiara, Bothrops fonsecai, Bothrops
jararacussu, incluindo espécies de elapideos como M. nigrocinctus, M. altirostris e M.
corallinus (Lomonte, Escolano et al., 2008; Tashima, Sanz et al., 2008; Correa-Netto,
Teixeira-Araujo et al., 2010; Georgieva, O Hler et al., 2010; Weldon e Mackessy, 2010;
Calvete, Sanz et al., 2011; Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011;

Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).

O Unico e efetivo tratamento para o envenenamento ofidico é a administracao
intravenosa de antivenenos especificos. Entretando, sabe-se que infelizmente, alguns
antivenenos podem n&do proteger satisfatoriamente os pacientes. Tal fato pode ser
explicado pelos antivenenos produzidos ndo possuirem todos os anticorpos capazes de
reconhecer e neutralizar proteinas especificas do veneno (Espino-Solis, Riafio-Umbarila
et al., 2009). Para a fabricacdo de um antiveneno com melhor poder de neutralizacéo,
um passo crucial é a escolha do veneno a ser utilizado nas etapas de imunizagdo
(Gutiérrez, Le N et al., 2011). Com isso torna-se necessario um estreito conhecimento

bioquimico sobre os venenos.

A protebmica, assim como, os estudos vendmicos e anti-vendémicos abriram espaco
ndo so para a descoberta de novas proteinas nos venenos destes animais peconhentos,
mas, também, vem auxiliando na melhoria na producdo de soro, possibilitando a
descoberta de proteinas mais imunogénicas e o estudo de reacGes cruzadas entres 0s
venenos e antivenenos. Estes estudos podem contribuir para a fabricacdo de antivenenos
mais especificos e com maior capacidade de neutralizacdo. Podem, também, ajudar na

prospeccao de novas moléculas com pontencial farmacoldgico e biotecnoldgico.

Estando de acordo com a necessidade de melhorar a producdo soroldgica e a
descoberta de novas proteinas com potencial biotecnoldgico, o presente trabalho teve
como finalidade o estudo vendmico e anti-vendmico dos venenos de serpentes do
género Micrurus. Ainda, a utilizacdo de técnicas de separacdo cromatografica e
caraterizacdo bioquimica permitiram o isolamento e caracterizacdo parcial de duas

toxinas citotoxicas de uma das especies estudadas.



1.2 As serpentes

1.2.1 Caracteristicas morfoldgicas gerais e seus venenos

As serpentes sdo animais pertencentes ao filo Chordata, sub filo Vertebrata, classe
Reptilia, sub-ordem Serpentes (Pough, Jamis et al., 2003). Encontram-se distribuidas
por quase todos os ambientes do mundo, com excecao das calotas polares, onde o clima
frio impossibilita a vida de vertebrados ectotérmicos. Habitam principalmente regifes
temperadas e tropicais. Em relacdo a alimentacdo, praticamente todas as serpentes séo
carnivoras, tendo como presas moluscos, artropodes, peixes, anfibios, répteis, aves e
mamiferos, inclusive algumas serpentes sdo ofi6fogas, ou seja, alimentam-se de outras
serpentes (Cadle, 1987).

Para capturar e digerir a presa, as serpentes contam com um aparato de producao e
inoculacdo de veneno, no qual se destacam as glandulas produtoras de veneno e as
presas capazes de inocular o mesmo (Pough, Jamis et al., 2003). As glandulas de
venenos de Viperidae sdo longas e triangulares, podendo ser divididas em varios
compartimentos, com um limem grande capaz de estocar uma grande quantidade de
veneno. Ja as glandulas de veneno dos Elapideos normalmente apresentam um limen

menor, com uma menor capacidade de estocagem de veneno (Kardong, 2002).

Em relacdo as presas, as serpentes podem ser classificadas em aglifas, opistoglifas,
proterdglifa e solendglifa (Kardong, 1982). As serpentes peconhentas sdo as que
possuem, portanto, a capacidade de inocular seu veneno, possuindo denticdo
proteroglifa ou solendglifa. As primeiras apresentam presas anteriores localizadas no
maxilar, com canal ndo completamente fechado e conectado com as glandulas de
venenos. Ja as com denticdo solenodglifa possuem presas grandes que permanecem
paralelas ao cranio quando em repouso, formando um angulo de 90° com 0 mesmo, no
momento do ataque. As serpentes aglifas e opistdglifas sdo ditas ndo pegonhentas
(Kardong, 1982).

Existem atualmente cerca de 2.900 espécies de serpentes no mundo, distribuidas
em 465 géneros e 20 familias (Tamiya e Fujimi, 2006). A pesquisa taxondmica no

NCBI classifica as espécies de serpentes em cinco familias dentro da superfamilia
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Colubroidea: Atractaspididae, Colubridae, Elapidae, Hydrophiidae e Viperidae. A
Colubridae é a maior e mais diversificada familia de serpentes (> 1700 espécies), com
membros encontrados em varios habitat em todo o mundo (Campbell e Campbell,
2001).

No Brasil, as serpentes se encontram distribuidas em 9 familias, 75 géneros e
321 espécies. As serpentes peconhentas sdo representadas pela familia Viperidae e
Elapidae. As serpentes da familia Viperidae sdo identificadas pela cabega triangular,
recoberta de escamas e pela denticdo do tipo solendglifa. A presenca de fosseta loreal é
caracteristica de toda a subfamilia Crotalinae, onde encontramos 0s géneros Bothrops,
Crotalus e Lachesis (Fig. 2A-C) (Franco, 2003). A familia Viperidae, possui cerca de
250 espécies e apresentam-se como 0 mais importante grupo de serpentes em nivel de
salde pablica. Na familia Elapidae os individuos séo classificados como proterdglifos,
possuem cabeca arredondada e sem fosseta loreal. Sdo serpentes mais encontradas na
Asia, Africa e Australia, onde se destacam as serpentes do género Naja, Bungarus e
Oxyuranus. Nas Américas, esta familia esta, principalmente, representada pelas cobras-
corais pertencentes ao género Micrurus (Fig. 2D), porém podem ser encontrados ainda

0s géneros Leptomicrurus e Micruroides (Melgarejo, 2003)

Figura 2: Serpentes da familia Viperidae e Elapidae. (A) Bothrops, (B) Crotalus, (C)
Lachesis e (D) Micrurus.



(Fonte: Melgarejo, 2003, www.itsseguros.com.br/Fotos/2006/crotalus.jpg,
http://portaldoprofessor.mec.gov.br/storage/recursos/9721/bothrops_neuwiedi.jpg)

O envenamento € provocado pela inoculagdo do veneno apds a picada da
serpente. Tais venenos sdo compostos por uma mistura complexa de proteinas,
peptideos, carboidratos, lipideos, ions metélicos e compostos organicos, sendo que as
proteinas e peptideos apresentam 90% do peso seco (Jorge Da Silva, 2001). Entretanto,
é importante ressaltar que a composi¢do, propriedades bioquimica e farmacolégica do
veneno podem variar entre as espécies ou entre individuos de uma mesma espécie,
devido a fatores como, dieta, sazonalidade, habitat, idade e dimorfismo sexual (Meier,
1986; Gutiérrez, Avila et al., 1990; Chippaux, Williams et al., 1991; Monteiro,
Yamanouye et al., 1998; Andrade e Abe, 1999; Saravia, Rojas et al., 2002; Saldarriaga,
Otero et al., 2003; Pimenta, Prezoto et al., 2007; Zelanis, Travaglia-Cardoso et al.,
2008).

As manifestagdes clinicas em humanos, ap6s 0s ataques das serpentes, séo
dependentes de dois fatores: da composi¢do e toxicidade intrinseca de cada veneno e da
quantidade de veneno injetado. Dependendo da espécie as manifestacdes observadas
podem ser presenca de paralisia flacida, midlise sisttémica, hemorragia e distarbio no
sistema de coagulagdo sanglinea, faléncia ou algum dano renal, cardiotoxicidade e dano
tecidual no local da ferida (Koh, Armugam et al., 2006).

Alguns estudos mostram que as toxinas dos venenos podem ser agurpadas em
superfamilias com atividade enzimatica e ndo enzimatica. Algumas dessas familias sdo:
familia das toxinas em estrutura de trés digitos (three-fingers — 3FTxs), familia de
inibidores de proteases, familia das lectina, familia das PLA,, familia das serina
proteases e familia das metaloproteases. Dentro de uma mesma familia pode-se observar
uma grande similiridade em termos estruturais (estrutura primaria e terciaria), podendo

haver, entretanto, divergéncias nos aspectos farmacologicos (Kini e Doley, 2010).

Venenos produzidos por serpentes da familia Viperidae contém proteinas que
interferem na cascata de coagulacdo, no sistema homeostatico normal e no reparo
tecidual. Processos hemorragicos e necrose no local da picada sdo bem caracteristicos
(Markland, 1998; Watanabe, Shannon et al., 2003; Fox e Serrano, 2005; Gutiérrez,
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Rucavado et al., 2005). O envenenamento pode causar hemorragia que € provocada,
principalmente, por metaloproteases dependentes de Zn"* (Bjarnason e Fox, 1994). Tais
venenos contém mais que 100 componentes proteicos (Serrano, Shannon et al., 2005),
pertencentes a poucas familias proteicas, incluindo enzimas como serino proteases,
metaloproteases, L-aminodcido oxidase (LAO), fosfolipases (PLA;) e proteinas sem
atividade enzimatica como as desintegrinas, lectinas tipo-C, peptideos natriuréticos,
miotoxinas, toxinas tipo CRISP, fator de crescimento endotélio vascular, inibidores de
proteases do tipo kunitz (Markland, 1998; Fry e Wister, 2004; Calvete, Marcinkiewicz
et al., 2005; Serrano, Shannon et al., 2005). O género Bothrops e Crotalus merecem

destaque devido ao seu alto indice de acidentes no Brasil.

O veneno botropico induz varias reacdes locais devido a combinada acdo de
proteases, fatores hemorragicos, PLA,, e liberacdo de mediadores enddgenos (Lomonte
e Gutierrez, 1989). Apresentam atividade arginina éster hidrolase, moderada ou alta
atividade fosfodiesterase, porem sem atividade acetilcolinesterase (Tan e Ponnudurali,
1991). Uma das toxinas mais estudadas deste veneno € a Jararagina, isolada da espécie
B. jararaca. Esta toxina € um metaloprotease hemorragica que promove inflamacéo e

inibe a agregacdo plaquetéaria (Kamiguti, Hay et al., 1996; Clissa, Laing et al., 2001).

Explorando o veneno de serpentes do género Crotalus pode-se dar destaque a
Crotamina, uma toxina composta de 42 residuos de aminoacidos e trés ligacOes
dissulfetos. Esta toxina induz despolarizacdo de membrana em células musculares
esqueléticas e influxo de Na*, por meio da interagdo com canais de sodio nas células
musculares (Chang, Hong et al., 1983). Porém, o maior componente téxico do veneno
de Crotalus é a Crotoxina, uma PLA, com atividade neurotdxica que age na juncdo
neurouscular blogueando a transmissdo de sinais nervosos (Habermann e Breithaupt,
1978).

1.2.2 Venenos Elapidicos

Dentre todos 0s venenos, 0s mais temidos séo os produzidos pelas serpentes da
familia Elapidae por apresentarem toxinas neurotéxicas que agem no sistema nervoso
central, promovendo morte por parada cardio-respiratoria. Nessa familia encontram-se
as famosas cobras asiaticas, africanas e australianas. Os sintomas observados no
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paciente acometido por esse tipo de envenenamento, aparecem em torno de 30 minutos
a 1 hora ap6s o acidente e estdo relacionados a paralisia dos nervos cranianos. Os
resultados desta paralisia sdo ptose palpebral, oftalmoplegia (paralisia da musculatura
ocular), visdo turva, dificuldade na fala e na degluticdo, salivacdo e fraquesa nos
musculos faciais (Karalliedde, 1995; Phui Yee, Nanling et al., 2004).

De maneira geral, os venenos elapidicos podem apresentar atividade miotdxica,
neurotoxica, hipotensiva, hemolitica e podem promover coagulagdo sanguinea (Weis e
Mcisaac, 1971; Alape Giron, Persson et al., 1999). Entretanto, vale ressaltar que a

composicdo do veneno varia, consideravelmente, entre estas espécies de serpentes.

O veneno da Naja, por exemplo, contém componentes biologicamente ativos
como, PLA,, cardiotoxinas, neurotoxinas, miotoxinas e fatores de veneno de cobra
(Eggertsen, Lind et al., 1981; Harvey, Barfaraz et al., 1994; Chang, Lin et al., 2000).
Como ja relatado com outras espécies, 0s venenos de Naja naja, de trés regibes distintas
da India apresentam variacBes intra-especifica na sua composi¢do, nas suas
propriedades bioquimicas e farmacoldgicas (Shashidharamurthy, Jagadeesha et al.,
2002). Venenos de N. naja que habitam as regifes mais a leste apresentam um veneno
com atividade neurotdxica e procoagulante, enquanto que as serpentes das regides do

oeste da India possuem uma atividade mais miotoxica e anticoagulante.

Do veneno de N. kaouthia foram identificados 12 grupos de proteinas de acordo
com suas diferencas na atividade bioldgica. Tais proteinas foram similares a
cardiotoxinas (citotoxinas), fatores de veneno de cobra, toxinas ricas em cisteinas,
proteinas tipo toxinas muscarinicas, o-neurotoxinas, oxiglutarato desidrogenase, PLA,,
soro albumina e weak neurotoxinas (Kulkeaw, Chaicumpa et al., 2007). No veneno de
N. naja atra, foi observado um maior conteido de cardiotoxinas, em relacdo a PLA; e
a-neurotoxinas, sendo ainda detectados hemotoxinas e auséncia de metaloproteases (Li,
Wang et al., 2004).

Algumas proteinas da familia CRISPs (Cysteine-rich secretory preteins) ja
foram detectadas em venenos elapidicos, como de Pseudechis australis, N. kauthia,
Ophiophagus hannah, Bungarus candidus e N. atra (Brown, Haley et al., 1999; Osipov,
Weise et al., 2001; Jin, Lu et al., 2003; Yamazaki e Morita, 2004). Estas séo um grupo
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de proteina bésicas secretadas, de cadeia Unica, com massa molecular em torno de 20-30
kDa, com 8 pontes dissulfetos (Osipov, Levashov et al., 2005). Latisemina, uma
proteina CRISP (Laticauda semifasciata) age bloqueando canal de sddio, o que
promove 0 blogqueio da despolarizacdo em células musculares (Yamazaki, Koike et al.,
2002). J4, Pseudochetonina e Pseudecina duas proteinas expressas e caracterizadas do
veneno de Pseudechis australis e P. porphyriacus, respectivamente, bloqueiam canais
homotetraméricos retinal (CNGAZ2) e olfatorio (CNGA1) (Brown, Haley et al., 1999;
Yamazaki, Koike et al., 2002).

Vérios peptideos natriuréticos ja foram isolados do veneno de elapideos, como
de venenos de serpentes do género Acanthophis, Oxyuranus, Dendroapis e Micrurus
(Schweitz, Vigne et al., 1992; Ho, Soares et al., 1997; Fry, Wickramaratna et al., 2002;
Fry, Wickramaratana et al., 2005). Os peptideos apresentam importante acdo no
envenenamento da presa, promovendo a vasodilatagdo e 0 aumento da permeabilidade
do capilar, o que pode facilitar a difusdo rapida de toxinas até seu sitio de acdo. As
atividades hipotensiva e vasodilatadora, sdo caracterizadas pela acdo dos peptideos
através da ligacdo a guanilil ciclases ligadas a membrana (Misono, 2002). Petideos
natriuréticos foram clonados a partir do cDNAs da glandula de veneno de M. corallinus,

um dos elapidicos mais importantes no Brasil (Ho, Soares et al., 1997).

A Dendrotoxina, isolada do veneno da serpente D. angusticeps, tem a sua
atividade provocada através do aumento da liberacdo de acetilcolina na juncgédo
neuromuscular (Harvey, 2001). Esta toxina € um homodimero constituido de 59
residuos de aminoacidos, com trés ligacdes dissulfetos. Apresentam alto grau de
similaridade com as serino proteases do tipo-kunitz, apesar de apresentarem baixa ou
nenhuma atividade de inibicdo de proteases (Harvey, Marshall et al., 1992). A atividade
neurotoxica da Dendrotoxina esté relacionada com o bloqueio de canais de K* neuronal
(Harvey, 2001). Deste mesmo género, foi isolada a Fasciculina, uma neurotoxina que
interfere  com a neurotransmissdo colinérgica, inibindo a atividade da

acetilcolinesterase, presente na juncdo neuromuscular (Chiappinelli, 1992).

Apesar dos estudos mostrarem a presenca de diferentes tipos de proteinas nos
venenos das serpentes da familia Elapidae, os principais componetes sdo neurotoxinas

que irdo interferir na neurotransmissdo colinérgica. As neurotoxinas podem apresentar
12



diferentes mecanismos de acdo podendo interagir com diferentes alvos. Elas podem
atuar promovendo a inibicdo de receptores de acetilcolina nicotinicos (nAChR) (ex: a-
bungarotoxina de Bungarus multicinctus) e muscarinicos (toxinas muscarinicas, MT de
Dendroaspis viridis), podem agir blogueando canais idnicos (dentrotoxina de D.
angusticeps) e inibindo a acdo da enzima acetilcolinesterase (Clarke, Schwartz et al.,
1985; Harvey, 2001; Harvey, Kornisiuk et al., 2002) . Os sitios pré-sindpticos da juncao
neuromucular de muasculos esqueléticos, também, podem sofrer a acdo de neurotoxinas
pré-sinapticas (-neurotoxinas). Estas sdo enzimas que possuem atividade fosfolipasica
ou apresentam a PLA,; como componente do complexo proteico. A atividade das [3-
neurotoxinas baseia-se na inibicdo da liberacdo da acetilcolina (ACh, tal neurotoxina

pode ser representada pela -bungarotoxina (Yang, 1994).

1.3 Principais familias de toxinas dos venenos elapidicos: 3FTxs e PLA,

1.3.1 Three-fingers — 3FTxs (a-neurotoxinas e cardiotoxinas - citotoxinas)

As 3FTxs ja foram isoladas dos venenos de serpentes da familia Elapidae,
Columbridae e Hydrophilidae. Por meio de estudos de trascriptoma, também, se pode
observar a presenca dos genes que codificam estas proteinas em viperideos e crotalideos
(Strizhkov, Blishchenko et al., 1994; Pawlak, Mackessy et al., 2006; Chen, Kao et al.,
2007; Pahari, Mackessy et al., 2007; Pawlak, Mackessy et al., 2009).

As 3FTxs formam uma famila de proteinas compostas por 60 a 74 residuos de
aminoacidos, com a presenca de 4 a 5 ligacGes dissulfetos, onde quatro dessas ligagdes
mostram-se conservadas. Outra caracteristica dessa familia de proteinas é a auséncia de
atividade enzimatica (Endo e Tamiya, 1991). Estas proteinas apresentam uma estrutura
tridimensional formada por trés alcas adjacentes, que emergem de um pequeno nucleo
hidrofobico ligado pelas ligagOes dissulfetos. As algas se assemelham a trés dedos e
apresentam folhas B como estruturas secundarias (Fig. 3) (Endo e Tamiya, 1991;
Ménez, 1998; Tsetlin, 1999; Kini, 2002).
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Figura 3: Estruturas terciarias das 3FTx. (A) Neurotoxina Il de Naja oxiana e (B) a-
CTX, Cobratoxina de N. siamensis. Os nUmeros romanos representam as trés alcas. Em
azul estdo as folhas-p e em amarelo as ligagdes dissulfetos. | a 11l representam as alcas
(FI, Fll e FII) (Tsetlin, 1999).

Uma grande similaridade estrutural é observada nos membros dessa familia, a
saber: (I) a presenca de oito residuos de cisteinas conservados, formando o ndcleo
hidrofobico, (I) residuos aromaticos de triptofano (Tyr25) ou de fenilalanina (Phe27)
que sdo encontrados na maioria das proteinas dessa familia e sdo importantes para o seu
enovelamento, (Aird, Womble et al.) a estrutura das fitas p antiparalelas, (IV) presenca
de residuos de aminoacidos carregados, que também ajudam na estruturagcdo das
proteinas (Endo e Tamiya, 1991; Antil, Servent et al., 1999; Torres, Kini et al., 2001).

Apesar da similaridade estrutural, em termos de mecanismo de agdo, pode-se
observar uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas como, neurotoxicidade,
cardioxicidade, citotoxicidade, atividade hipotensiva e anticoagulante, atividade
antimicrobiana e de agregacdo plaquetaria (Ménez, 1998; Tsetlin, 1999; Kini, 2002;
Rajagopalan, Pung et al., 2007).

Dentro da grande familia de 3FTXs estdo as toxinas muscarinicas que se ligam a
receptores de acetilcolina muscarinicos, as k-bungarotoxina, que se ligam a receptores
niconiticos neuronais, as fasciculinas, que inibem a acetilcolinesterase e as

calsiceptinas que bloqueiam canais de Ca*? (Karlsson, Mbugua et al., 1984;
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Jerusalinsky e Harvey, 1994). Entretanto, as mais abundantes 3FTxs encontradas nos

venenos sdo as a-neurotoxinas e as cardiotoxinas (citotoxinas).

As o-neurotoxinas agem na juncdo neuromuscular da musculatura esquelética,
ligando-se de forma reversivel e com alta afinidade a receptores nicotinicos pds-
sinaptico, promovendo o bloqueio da transmissao neuromuscular, por inibir a ligacdo da
ACh (Servent, Winckler-Dietrich et al., 1997; Tsetlin, 1999). Estas ndo interferem na
abertura de canais i6nicos na membrana (Endo e Tamiya, 1987).

Os nAChR foram melhor caracterizados apds o isolamento da a-bungarotoxina
(Chu, 2005) e estdo distribuidos na membrana pés-sinéptica da juncdo neuromuscular,
mediando a comunicacdo intracelular entre a célula nervosa e a célula muscular
esquelética (Nirthanan e Gwee, 2004). Estes receptores sdo formados por um complexo
pentamérico de proteinas transmembrénicas, com massa molecular aproximada de 290
kDa, que se organizam na formagao de um poro idnico, seletivo para o fon Na* (Karlin,
2002) . Os mais bem caracterizados nAChR musculares, sdo os formados pelas
subunidades (al)2Byd em células embrionarias e (al)zBed em células adultas. O sitio de
ligacdo das a-neurotoxinas, esta na interface das subunidades o/y e a/d, que sdo os
mesmos sitios de ligacdo a ACh (Fig. 4) (Kreienkamp, Utkin et al., 1992; Corringer,
Noveére et al., 2000).

Canal de Na*

i mv

Figura 4: Estrutura de receptores NAChR muscular e o sitio de ligacdo das a-
neurotoxinas (Tsetlin, 1999; Karlin, 2002) - adaptado.
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As neurotoxinas pdés-sinapticas podem ser classificadas em quatro grupos:
neurotoxinas de cadeia curta, neurotoxinas de cadeia longa, «k-neurotoxinas
(neurotoxinas de cadeia longa atipica) e neurotoxinas ndo convencionais (weak

neurotoxinas) (Servent e Menez, 2001).

As neurotoxinas de cadeia curta sdo constituidas por uma Unica cadeia
polipeptidica e apresentam de 60 a 62 residuos de aminoéacidos ligados por 4 ligacGes
dissulfeto. As ligacGes dissulfeto podem ser encontradas entre residuos especificos de
cisteinas (Cis): Cis 3-24, Cis 17-45, Cis 49-60 e Cis 61-66 (Endo e Tamiya, 1991). Por
outro lado, as a-neurotoxinas de cadeia longa possuem entre 66 e 75 residuos de
aminoacidos, com cinco ligacdes dissulfeto (Mordvintsev, Polyak et al., 2005). A
ligacdo dissulfeto adicional esta localizada na alca 11, entre os residuos Cis 30 e 34. Esta
diferenga estrutural leva a uma diferenca na cinética de interagdo com os nAChR
musculares, para qual alguns estudos mostram que as a-neurotoxinas de cadeia curta
possuem uma cinética de associacao e dissociacdo mais rapida do que as a-neurotoxinas
de cadeia longas. Ainda, as neurotoxinas de cadeia longa ligam-se com alta afinidade a
nAChR muculares ¢ a nAChR a-7 neuronal, enquanto as neurotoxinas de cadeia curta
ligam-se com alta afinidade a NnAChR muscular e baixa afinidade a nAChR -7 neuronal
(Antil-Delbeke et al, 2000 e Servent et al., 1997).

Cobrotoxina (neurotoxina de cadeia curta) e a-cobratoxina (neurotoxina de
cadeia longa), ambas isoladas de N. atra, mostraram atividade analgésica. Cobrotoxina
¢ um ligante especifico de nAChR al, ligagdo essa que promove forte acdo analgésica,
enquanto o-cobratoxina mostra alta afinidade por nAChR a7 promovendo agao anti-
nociceptiva. Evidéncias adicionais sugerem que a cobrotoxina podem substituir a
morfina (Chen, Zhang et al., 2006). De forma similar, uma o-neurotoxina de

Ophiophagus Hannah, também, mostrou atividade analgésica (Pu, Wong et al., 1995).

As k-neurotoxinas (neurotoxinas de cadeias longas atipicas) formam uma familia
de neurotoxinas de venenos de serpentes que estdo diretamente relacionadas a o-
neurotoxinas de cadeia longa. Baseado em sua similaridade estrutural com as a-
neurotoxina de cadeia longa, foi caracterizada uma a-neurotoxina de cadeia longa
atipica com 69 residuos de aminoacidos e isolada a partir do veneno de Laticauda

semifasciata. A diferenca desta toxina para as a-neurotoxinas de cadeias longas tipicas
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estd na perda da quinta ligagdo dissulfeto na alca Il (Kim e Tamiya, 1982; Nirthanan e
Gwee, 2004). As k-neurotoxinas ligam-se com alta afinidade ao nAChR a-3 neuronal e
com baixa afinidade ao nAChR a-4 neuronal (Chiappinelli, 1992). Ao contrario das a-
neurotoxinas de cadeia curta, longa e das weak neurotoxinas, as k-neurotoxinas podem
ser encontradas formando, em solucdo, dimeros ndo covalentemente ligados. A
interacdo ente os dimeros envolve a formacdo de ligacdo de hidrogénio e interacdo de
Van der Waals (Dewan, Grant et al., 1994).

As weak neurotoxinas pertencem a outro tipo de a-neurotoxinas. Estas sdo
constituidas de 62 a 68 residuos de aminoacidos e cinco ligacdes dissulfetos, sendo que,
diferentemente das neurotoxinas de cadeia longa, a quinta ligacdo dissulfeto esta
localizada na alca I. Apresentam menor toxicidade, com dose letal média (DLs) de
aproximadamente 5-80mg/kg em camundongo, embora alguns estudos mostrem alguma
variabilidade nesta toxicidade calculada (Nirthanan e Gwee, 2004). Um exemplo ¢ a y-
bungatoxina, isolada do veneno de Bungarus multicinctus, que apresenta uma DLsg de
0,15 mg/kg de camundongo (Aird, Womble et al., 1999). Poucas sequéncias de
aminoacidos de weak neurotoxinas tem sido identificadas, sendo que todas foram
encontradas em serpentes pentencentes a familia Elapidae, principalmente, dos géneros
Naja e Bungarus, mas também, em venenos de espécies como Dendroapis jamesoni e
M. corallinus (Nirthanan, Charpantier et al., 2003; Ogay, Rzhevsky et al., 2005). Estas
toxinas sdo capazes de interagir com baixa afinidade a nAChR a-7 neuronal e nAChR
muscular (Utkin, Kukhtina et al., 2001).

As cardiotoxinas (ou citotoxinas) sdo encontradas exclusivamente em venenos
de cobras sdo o segundo maior grupo de 3FTx dos venenos Elapidicos. Estruturalmente,
mostram-se muito similares as neurotoxinas de cadeia curta, uma vez que possuem de
59 a 62 residuos de aminoéacidos, embora a funcdo bioldgica seja divergente (Bilwes,
Rees et al., 1994). As cardiotoxinas ndo mostram nenhuma afinidade significante a
receptores (Dufton e Hider, 1988). Estudos bioquimicos demostraram que as
cardiotoxinas sdo proteinas de cadeia unica, extremamente basicas e hidrofobicas que
podem provocar a despolarizacdo e contracdo da musculatura esquelética ou lisa e
despolarizacéo de células nervosas. Devido a sua caracteristica basica, com a presenca

de residuos de aminoacidos com carga positiva, essas proteinas se ligam com alta
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afinidade a lipideos de membrana, que sdo negativamente carregados (Kumar, Pandian
etal., 1999).

Funcionalmente, as cardiotoxinas podem, também, promover a lise de eritrocitos
(Kumar, Pandian et al., 1999). A propriedade litica das citotoxinas estd associada a sua
ligacdo a membrana celular, o que resulta em danos para a mesma. A atividade litica foi
vista em Vvarios tipos de células como hemacias, células epiteliais, células de pulmao
fetal e certos tipos de tumores (Dufton e Hider, 1988). A despolarizacdo esta associada
com & abertura dos canais de Ca** e inibicdo dos canais de K*. Estas toxinas sdo
formadoras de poros que levam a despolarizacdo e degradacdo da membrana plasmatica
de células musculares esqueléticas. A sua cardiotoxicidade € atribuida a ligacdo
especifica de glicosaminoglicanos a motivos de carboidratos sulfatados presentes em

células do tecido cardiovascular (Wang, Liu et al., 2006).

Toxinas muscarinicas, que interagem com receptores de acetilcolina
muscarinicos e Fasciculinas que bloqueiam acetilcolinesterases formam dois outros
grupos de toxinas 3FTx (Karlsson, Jolkkonen et al., 2000) Marcho, et al, 1998). As
neurotoxinas muscarinicas foram purificadas do veneno de mambas Africanas
(Dendroaspis angusticeps e D. polylepis) e foram caracterizadas por sua capacidade de
interacdo com varios subtipos de receptores muscarinicos (Bradley, 2000; Karlsson,
Jolkkonen et al., 2000).

Nos venenos de serpentes € notoria a presenca de varias proteinas glicosiladas,
porém, até pouco tempo, nenhuma proteina 3FTx havia sido classificada como
glicoproteina. Em 2004, foi isolado uma nova proteina do veneno de N. kaouthia, com
uma sequéncia N-terminal similar a Citotoxina 3 isolada a partir do veneno da mesma
espécie. As analises de composicdo de carboidrato mostraram a presenca de manose,
galactose, N-acetilglicosamina, fucose e acido neuraminico na toxina (Osipov, Astapova
et al., 2004).

1.3.2 Fosfolipases (PLA,)

As PLA; de forma geral formam uma superfamilia de toxinas, que contém 17

grupos distintos ou izoenzimas encontradas em diversos organismo (invertebrados e
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vertebrados), embora apenas toxinas pertencentes ao grupo 1A e 1lA, tem sido detectado
em venenos de serpentes (Burke e Dennis, 2009). Os venenos Elapidicos apresentam
PLA,s do grupo I, com 115 a 120 residuos de aminodacidos e sete ligacbes dissulfetos,
enguanto os venenos Viperideos apresentam PLA,s do grupo Il com 120 a 125 residuos
de aminoé&cidos e sete ligacOes dissulfeto (Kini e Evans, 1987). Nos venenos, as PLA,
apresentam um importante papel no que se refere a digestdo da presa, além de
interferirem em varios outros processos fisiologicos, uma vez que podem apresentar

diversificadas acdes farmacoldgicas (Kini e Evans, 1987).

Como acdo farmacologica as PLA, de venenos podem apresentar
neurotoxicidade pré e pos-sindptica, miotoxicidade local e sistémica, cardiotoxicidade,
acdo anticoagulante e hemolitica, promover inibicdo e ativacdo de agregacdo
plaquetaria. Desta forma sdo responsaveis por alteracdes fisiolégicas como hemorragias
internas, processos convulsionante, quadros de hipotensdo, formacao de edemas e danos
teciduais (Kini, 2003). Alguns estudos ainda mostram que PLA isoladas de venenos de
serpentes apresentam atividades bactericida, anti-tumoral e anti-parasitaria (Soares e
Giglio, 2003). Fosfolipases miotoxicas sdo mais encontradas em viperideos, enquanto as
neurotoxicas (B-neurotoxinas) apesar de serem encontras em viperideos sdao, também,

bem caracterizadas em venenos elapidicos.

Estruturalmente, as PLA, podem apresentar atividade como mondmeros, nao
tendo a participacdo de nenhum outro componente protéico (notoxina). Entretanto
algumas PLA, s6 mostram poténcia maxima quando formam complexos
covalentemente (p-bungarotoxina) e ndo covalentemente (Textilotoxina) ligados a
outras cadeias polipeptidicas (Kini, 1997). Essas subunidades auxiliares podem ser
produtos de degradacdo de PLA,, sem atividade fosfolipasica, assim como outros tipos
de componentes similares aos inibidores de proteases. Nos casos citados acima, as
subunidades sem atividade fosfolipasica agem como chaperonas, ajundando na ligacéo
da PLA, ao seu sitio alvo, na célula pré-sinaptica, afetando desta forma a

neurotransmisséo (Kini, 2003).

Muitas vezes, 0s venenos de serpentes possuem diferentes isoformas de PLA,
sendo que cada isoforma mostra-se especifica para alvos moleculares distintos,

ocasionando a diversidade farmacol6gica. Estudos propem que cada PLA, possui um
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sitio farmacologico que pode ser diferente do sitio ativo (Kini, R. e Evans, H. J., 1989).
O sitio farmacoldgico mostra-se especifico para distintos sitios alvos na superficie de
diferentes tipos celulares (glicoproteinas ou glicolipideos de membrana). A interacdo
entre toxina e sitio alvo se deve a complementariedade de carga e hidrofobicidade entre
os mesmos. A afinidade de ligagdo da PLA, a um alvo proteico é de 4 a 6 vezes maior
que a um alvo lipidico. Embora vérios alvos extracelulares tenham sido identificados,

alguns intracelulares sdo importantes vias de interacdo (Scott, 1997).

A atividade das PLA; pode ser dependente ou independente da sua atividade
enzimatica. Como pode ser observado na figura 5, a acdo enzimatica da PLA, é
caracterizada pela hidrélise da ligagdo tipo éster (sn-2) em glicerofosfolipideos, com a
liberacdo de acidos graxos e lisofosfolipideos. Tais substratos fazem parte da estrutura
da membrana de células de mamiferos, dentre outros tipos celulares (Burke e Dennis,
2009).

O O
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Figura 5: Catalise bioquimica da PLA; (Burke e Dennis, 2009)

Em contrapartida, as PLA, que ndo utilizam o poder catalitico para sua
atividade, desempenham sua atividade farmacoldgica ligando-se ao seu sitio alvo como
agonistas ou antagonistas, ou interferem na ligagdo do ligante natural do sitio alvo.
Nestes casos ainda pode ocorrer a hidrolise de lipideos na mebrana, perto do sitio alvo,
embora esse evento ndo seja essencial ao efeito farmacologico provocado (Kini, R. e
Evans, H. J., 1989).
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As PLA,; sdo caracterizadas pela presenca de histidina (His48) no seu sitio ativo,
altamente conservado entre as diferentes isoformas. A alquilacdo desse residuo induz a
perda da atividade hidrolitica e a reducdo das a¢fes toxicas e farmacoldgicas (Melo e
Ownby, 1999; Andrido-Escarso, Soares et al., 2000). Tem sido notificado que fons Ca**
sdo essenciais para a acdo farmacoldgica baseada na atividade enzimética, porém
tornam-se dispensaveis para PLA, que ndo agem de forma catalitica (Kini e Evans,
1988). As PLA; podem ser constituidas de uma Unica cadeia polipeptidica com
aproximadamente 120 residuos de aminoacidos, ou podem possuir de duas a cinco
cadeias polipeptidicas (Koh, Armugam et al., 2006). Podem ser compostas por seis
ligacBes dissulfetos, ou apresentar o acréscimo de uma ou duas ligagcdes (Schaloske e
Dennis, 2006).

PLA, descritas com atividade anticoagulante foram isoladas dos venenos
elapidicos como de Naja nigricollis (basica), N. m. mossambica (CM-I1I) e Oxyuranus
scutellatus (Taipoxin) (Verheij, Boffa et al.,, 1980). Existe certa controvérsia em
relacio a participacdo da atividade ezimatica da proteina e seu poder anticoagulante. E
sabido que os complexos de coagulacdo, como FX e protrobina, sdo formados em
fosfolipideos de superficies, assim, a hidrdlise de fosfolipideos de membrana, pela
PLA,, promovem uma a¢do anticoagulante. Tal fato é sustentado por estudos com
veneno de N. nigricollis e N. atra, nos quais a alquilacdo de His48, levam a perda
completa de atividade enzimatica e anticoagulante (Condrea, Fletcher et al., 1981). A
adicio de EDTA, que promove a remocdo de Ca* do sitio ativo, também promove a
perda da atividade enzimética e a diminuicdo da atividade anticoagulante (Kini e Evans,
1988). A modificacdo em residuos de lisina (Lis) promove a perda da atividade
anticoagulante, mas ndo a perda de atividade enzimatica (Condrea, Rapuano et al.,
1983).

As PLA; conhecidas como B-neurotoxinas agem de forma pré-sinaptica,
afetando a liberagdo de Ach, sendo responsavel pela alta toxicicidade e paralisia
respiratoria. Algumas B-neurotoxinas tem sido isoladas de venenos elapidicos como B-
bungarotoxin (Bungarus multicinctus), Taipoxin (Oxyuranus scutellatus scutellatus),

Textilotoxina (Psedonaja textilis) e Notexina (Notechis scutatus scutatus) (Su, Coulter
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et al., 1983; Harris, Grubb et al., 2000; Herkert, Shakhman et al., 2001; Montecucco,
Gutierrez et al., 2008).

Alguns estudos propdem que as B-neurotoxinas apresentam acgédo extracelular,
associando-se a membranas pré-sinapticas em regides de liberacdo de vesiculas
sinapticas e iniciando a sua hidrolise, o que promove um acimulo extracelular de &cidos
graxos livres e lisofosfolipideos. Tais produtos promovem a fusdo das vesiculas
sinapticas com a membrana, promovendo 0 aumento da liberacdo de neurotransmissores
(Rigoni, Paoli et al., 2008). Ainda, além da acdo extracelular, estas toxinas também
apresentam uma acdo intracelular. Varias toxinas, como [-bungarotoxina (B.
Multicinctus), Taipoxina (Oxyuranus scutellatus scutellatus), Textilotoxina
(Pseudonaja textilis) e Notexina (Notechis scutatus scutatus) foram capazes de acessar
0 meio intracelular e se ligar a membrana da mitocondria, promovendo a alteracdo da
forma organeolar, processo que auxilia na intoxicagdo do terminal nervoso (Rigoni,
Paoli et al., 2008).

De acordo com a sua estrutura quaternaria, as [-neurotoxinas podem ser
divididas em quatro classes (Kini, 1997). A classe | compreende toxinas de cadeia
Unica, massa molecular variando entre 13-15 kDa, com sete ligagdes dissulfeto. Um
exemplo, é a Notexina, isolada do veneno de N. scutatus scutatus (Fig. 6A). A classe 1l
incluem PLA,s neurotoxicas compostas de duas subunidades homologas ligadas néo
covalentemente, sendo um exemplo é a Crotoxina, isolada de Viperideos (Crotalus). A
classe Il inclui heterodimeros compostos de subunidades com fungdes diferente,
ligadas por licdo dissulfeto (Fig. 6B). Um exemplo é a B-bungarotoxina isolada da
serpente elapidica B. multicinctus. E finalmete, a classe IV compreende oligomeros com
subunidades homdlogas ligas ndo covalentemente. Um exemplo é a Textilotoxina de
Pseudonaja textilis (Rossetto, Morbiato et al., 2006). Os valores de toxicidade (DLsp)
em camundongo variam entre as PB-neurotoxinas podendo ser de 1 a 2ug/kg de
Textilotoxina e Taipoxina e 1300 pg/kg de Pseudexina A (Pseudechis porphyriacus)
(Rossetto, Rigoni et al., 2004).
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Figura 6: Estruturas de B- neurotoxinas isoladas de venenos elapidicos (A)
Notexina isolada de N. scutatus scutatus (B) p-bungarotoxina de B. multicinctus
(Westerlund, Nordlund et al., 1992; Doley e Kini, 2009)

A B-bungarotoxina (Fig. 6B) é um dos mais bem estudados complexos de PLA,.
Trata-se de uma toxina heterodimérica, na qual a cadeia A é similara a PLA; do grupo |
e a cadeia B é similar aos inibidor de protease do tipo-Kunitz e a dendrotoxina (Wu e
Chang, 2000), embora a cadeia B nao apresente atividade inibitéria de proteases
(Rowan, 2001). Estudos com modificacdes quimicas mostram que a cadeia A € a
subunidade ativa, responsavel pela atividade fosfolipasica e efeitos neurotoxicos (Chang
e Yang, 1988). Essa PLA, possui a¢do pré-sinaptica, sendo desprovida de atividade pds-
sinaptica, miotoxica e efeito anticoagulante (Kini, 2003). Sua atividade pré-sinaptica €
atribuida & sua ligacdo a certos canais K" dependentes que estdo correlacionados a

regulacdo da excitabilidade neuronal e transmissdo sinaptica (Schmidt e Betz, 1989).

1.4 Género Micrurus

1.4.1 Caracteristicas das serpentes

A familia Elapidae é representada na Ameérica por trés géneros de serpentes
coral: Micruroides, Leptomicrurus e Micrurus, sendo o Ultimo género o mais

representativo nesta regido. O género Micrurus, serpente coral (Serpentes, Elapidae)
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compreende 61 espécies distribuidas do Sul dos Estados Unidos ao sul da América do
Sul (Roze, 1996). No Brasil estas serpentes sdo popularmente conhecidas como “cobras
corais”. Sao serpentes de pequeno porte, muitas vezes menores que 700 mm, ou
apresentam um porte maior, podendo chegar a 1,5 metro, sem entretanto apresentar

comportamento agressivo (Harvey, Aparicio et al., 2003).

Em relacdo a morfologia, estas serpentes apresentam a cabeca oval, recoberta
por grandes placas simétricas, sem fosseta loreal, olhos pequenos e pretos com pupilas
elipiticas verticais e quase sempre localizadas em uma faixa preta na cabeca (Harvey,
Aparicio et al., 2003). O pescogo é curto, pouco pronunciado, adaptado para escavacdo
e 0s 0ss0s cranianos sdo fortes. Em relacéo a reproducdo, sdo animais oviparos, com as
fémeas colocando de 2 a 10 ovos em buracos no solo, em formigueiros ou no interior de

troncos de arvores em decomposicédo (Cardoso e Wen, 2003).

A maioria das espécies de Micrurus possui padrdo de coloracdo de algumas
combinacgbes de anéis vermelho (ou alaranjado), branco (ou amarelo) e pretos ao redor
do corpo. O padréo de coloracdo mais comum na América do Sul é vermelho-preto-
branco-preto-branco-preto-vermelho, conhecido como sequéncia triadal, onde se tem
treis anéis pretos combinados com as outras cores (Roze, 1996). Outro grupo de coral
apresenta um Uunico anel preto combinado com anéis vermelhos e brancos (ou

amarelos), vermelho-branco-preto-branco-vermelho (Campbell e Lamar, 1989).

Sdo serpentes com denticdo proterdglifa (Fig. 7), com presas pequenas
caniculadas e imoveis, o que as difere das falsas corais. Essas Ultimas apresentam as
presas na regido posterior da maxila, sendo conhecidas como opistéglifas e apesar de
apresentarem um padrdo de coloracdo semelhante aos das corais verdadeiras (Silva Jr,
Bucaretchi et al., 2003).
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Figura 7: Denticdo proterdglifa: Micrurus (Peterson, 2006)

Sdo serpentes de hébito semi-fossorial, habitando principalmente a camada
superficial do solo, ou sobre a serrapilheira que cobre o chdo das matas. Eventualmente
vao a superficie a procura de alimentos, para acasalar ou apos as chuvas fortes. A
maioria das espécies de Micrurus alimenta-se de outras serpentes e/ou de anfisbena
(Jorge Jr e Aird, 2001). Em alguns casos ha dietas especificas de algumas espécies
como, por exemplo, M. leminiscatus alimentam-se de peixes tipo mugum (Synbranchus
marmoratus) e M. surinamensis alimentam-se de peixes elétricos (Gymnotus carapo)
(Cardoso e Wen, 2003). A dieta de M. corallinus em ambiente natural é especializada,
compreendendo anfisbenideos, gimnofionos, lagartos e colubrideos (Roze, 1996;
Marques, 2002).

As serpentes do género Micrurus sdo de abundancia relativamente baixa,
bastante sensiveis do ponto de vista fisioldgico e, portanto, de dificil manutencdo em
cativeiro. Poucos animais sobrevivem a mais do que duas extragdes de veneno

(Tanasov, Saloméo et al., 2002).

Entre as espécies de Micrurus que deram entrada no Biotério do Laboratdrio de
Herpetologia do Instituto Butantam, entre os anos de 1974 e 1997, a que apresentou um
maior nimero de exemplares recebido foi a espécie M. corallinus. As que mostraram
maior tempo de sobrevivéncia em cativeiro M. frontalis e M. corallinus, cujos

exemplares ultrapassaram o periodo de mil dias (De Oliveira, Ribeiro et al., 2005).
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As espécies de Micrurus apresentam pequeno porte e, portanto, sua glandula de
veneno é relativamente pequena, 0 que resulta em pouca quantidade per capta de
veneno em cada processo de extracdo (Salomédo, 1991). No geral, o que se observa,
quanto a producdo de veneno, € uma ampla variacdo entre as espécies. Valores brutos
per capta oscilam entre 1,5 mg de M. hemprichi e 96,9 mg para M. spixii (De Oliveira,
Ribeiro et al., 2005). Em outro estudo foram registrados médias de producdo de 10 a 12
mg de veneno seco para M. corallinus e M. frontalis, 8 a 10 mg para M. altirostris e M.

lemniscatus, 8 mg para M. pyrrhocryptus e 41 mg para M. spixii obscurus (Roze, 1996).

As espécies de Micrurus da fauna brasileira sdo: M. albicinctus, M. altirotris, M.
averyi, M. brasiliensis, M. corallinus, M. decoratus, M. filiformes, M. frontalis, M.
hemprichii, M. ibiboboca, M. lemniscatus, M. mipartitus, M. ornatissimus, M.
paraensis, M. putumayensis, M. spixii, M. surinamensis, M. tricolor, M. waehnerorum
(Melgarejo, 2003).

Destacando as espécies que fizeram parte deste estudo observa-se uma distinta
distribuicdo, em todo o territério nacional. A espécie M. lemniscatus (Fig 8A), é
encontrada em todas as regides do Brasil, de norte a sul, podendo destacar a Amazdnia
ocidental, o litoral nordeste e sudeste, e o Brasil central incluindo o centro norte de Séo
Paulo (Marques, 2002). Em contrapartida, M. ibiboboca (Fig. 8B) é uma espécie que
habita o nordeste do Brasil, ndo sendo observada nas outras regifes. Ja a espécie M.
spixii (Fig. 8C) é encontrada principalmente na regido norte do Brasil, incluindo o
estado do Maranhdo (Campbell e Lamar, 1989; Roze, 1996). M. frontalis (Fig. 8D) é
encontrada nas regides sudeste e centro-oeste, enquanto M. corallinus (Fig. 8E) é
encontrada apenas nas regides sul e sudeste do Brasil (Da Silva Junior e Bucaretchi,
2003).

Em varias regides do mundo, do ponto de vista médico, as espécies mais
importantes do género Micrurus sdo: M. fulvius, nos Estados Unidos, M. diastema, M.
distans e M. laticolaris no México e Guatemala, M. ningrocinctus e M. alleni nos outros
paises da America Central, M. mipartitus, M. corallinus, M. frontalis, M. spixii, M.
dumerilli, M. carnicauda, M. surinamensis e M. isozonus na América do Sul (Bolanos,

Cerdas et al., 1978). No Brasil, as mais importantes do ponto de vista de saude publica
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sdo: M. corallinus, M. frontalis, M, ibiboboca, M. lemniscatus, M. spixii e M.

surinamensis (Melgarejo, 2003).

N
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Figura 8: Espécies de serpentes do género Micrurus. (A) M. lemniscatus, (B) M.
ibiboboca, (C) M. spixii, (D) M. frontalis (E) M. corallinus.

(Fontes: www.ivb.rj.gov.br/.../micrurus_4.html, Serafim et al, 2007,
http://big-snake.narod.ru/enc/Reptilia/Serpentes/Elapidae/Micrurus/Micrurus_spixii_spixiiOl.jpg,
http://cienciahoje.uol.com.br/images/ch%?20on-line/galeria/3334d.jpg, Serapicos et al, 2005)

A espécie M. leminiscatus (Fig 8A) é uma serpente que apresenta um porte
maior em relacdo as outras cobras corais, podendo chegar a 1,5 metro de comprimento.
O focinho é rombudo e preto, com uma faixa internasal branca. No Brasil sdo

registradas quatro subespécies: M. l.lemniscatus, M. I. carvalhoi, M. I. diutius, M. 1.
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helleri. J& M. ibibboboca (Fig. 8B), uma espécie bem caracteristica da caatinga do
nordeste brasileiro, possui o focinho quase todo branco, com poucas manchas escuras.
Dificilmente essa coral ultrapassa 60 cm de comprimento. A espécie M. spixii (Fig. 8C)
¢ uma serpente Amazénica, sendo uma das cobras corais de maior porte, podendo
ultrapassar 1 metro de comprimento. Apresenta aneis amarelos largos com praticamente
a mesma largura dos vermelhos. Existem trés subespécies representadas no Brasil: M. s.
spixii, M. s. martiusi, M. s. obscurus. A espécie M. frontalis (Fig. 8D) possuem triades
pretas entre os aneis vermelhos, apresentam o focinho pintado irregularmente de preto e
amarelo. O tamanho médio é de 60 a 80 cm, porém j& foi encontrado um exemplar com
1,35 m de comprimento. A espécie M. corallinus (Fig. 8E) apresenta anéis pretos
simples entre dois brancos, o que a difere da maioria das espécies de cobras corais, que
apresentam aneis pretos entre vermelhos. Apresentam um comprimento medio de 50 cm
para machos e 60 cm para fémeas, sendo o maior exemplar visto com 98 cm
(Melgarejo, 2003).

Como mencionado, anteriormente, em relacdo aos acidentes ofidicos, o
envenenamento provocado por Micrurus possui indice relativamente baixo no Brasil
(0,6%), com um coeficiente de letalidade de 0,36% (Brasil e Saude, 2005). Porém, a
gravidade do envenenamento por Micrurus pode variar dependendo de fatores como o
volume de veneno injetado, o tamanho da serpente e a idade da vitima. Em geral os
acidentes provocados pelas Micrurus sdo graves e em sua maioria ocorrem pela
manipulacdo das serpentes sem as devidas precaucdes e técnicas adequadas (Campbell e
Lamar, 1989). Quando o acidente é severo, o individuo acidentado pode ir a ébito por
asfixia que pode ocorrer em um periodo de de 5 a 6 horas ap6s o envenenamento,
devido as acbes neurotoxicas do veneno (Vital-Brazil, 1980). Uma dose de

aproximadamente 4 a 5mg de veneno seria letal para um humano (Peterson, 2006).

Observagdes clinicas em torno do envenenamento por Micrurus mostram,
principalmente, sintomas neurotdxicos. Ocorre um progressivo bloqueio da transmissdo
neuromuscular, o que pode levar a vitima a morte por paralisia muscular e parada
respiratoria, caso o antiveneno seja administrado ap6s um longo periodo de tempo
(Moussatché e Melendez, 1979). Durante 0 envenenamento, 0s seguintes sintomas sdo

observados: ptose palpebral, oftalmoplegia (paralisia dos musculos do olho), paralisia
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da musculatua da mandibula, da laringe e da faringe, sialorreia (perda de saliva pela

cavidade bucal), paralisia do pescoco, bracos e pernas (Vital Brazil, 1987).

O tratamento do envenemanento dos acidentes por Micrurus é realizado através
da administracagédo de soro heterdlogo. O soro anti-Elapidico comercial que é utilizado
para o tratamento de vitimas humanas, é produzido através da imunizacdo de cavalos
com venenos brutos de M. frontalis e M. corallinus (Raw, 1991). O tratamento
soroldgico visa a neutralizacdo total das proteinas dos venenos.

1.4.2 O veneno de Micrurus e suas toxinas

A caracteristica mais marcante no veneno de Micrurus é sua acao neurotdxica.
Em estudos experimentais, observou-se a ocorréncia de mudancas neurofisiologicas
similares as induzidas por a-neurotoxinas que possuem acgao pos-sinaptica, assim como
acao pré-sinaptica em juncdo neuromuscular, também, foram observadas (Vital Brazil,
1987). Entretanto, estes venenos mostram, também, atividades cardiotoxicas,
miotoxicas e hemoliticas (Tan e Ponnudurai, 1991; Gutiérrez, Rojas et al., 1992; Tan e
Ponnudrai, 1992).

Um amplo espectro de atividades enzimaticas no veneno de Micrurus vem sendo
detectadas, incluindo atividade fosfolipasica, hialuronidasica, fosfodiesterasica, leucina
aminopeptidasica, L-aminoécido desidrogenésica, acetilcolinesterasica e L-aminoécido
oxidasica(Aird e Da Silva, 1991; Tan e Ponnudrai, 1992). Ainda, algumas espécies de

Micrurus possuem veneno com atividade anticoagulante (Tan e Ponnudurai, 1992).

A toxicidade dos venenos de Micrurus varia de acordo com a espécie. Através
de injecdo intraperitoneal em camundongo observam-se 0s seguintes valores de DLsp:
M. frontalis (0,96 mg/kg), M. corallinus (0,35 mg/kg), M. spixii (0,33 mg/kg), M.
ibiboboca (0,99 mg/kg) (Higashi, Guidolin et al., 1995) e M. pyrrhocryptus (1,1 mg/kg)
(Dokmetjian, Del Canto et al., 2009).

Ensaios de toxicidade por administracdo intravenosa de venenos de espécies da
Venezuela e dos Estados Unidos, em camundongos apresentam os seguintes valores de
DLso: M. isozonus (0,52 a 0,61 mg/kg), M. tener tener (0,78 mg/kg) e M. fulvius (0,32
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mg/kg) (Salazar, Vivas et al., 2011). O veneno bruto de M. fronatlis frontalis apresenta
uma DLsy de 0,5 mg/kg de camundongo (injecdo intraventricular) (Jorge Da Silva,
2001).

O veneno bruto de M. fulvius microgalbineus (52 ng) ao ser injetado em
camundongos, por injecdo intraperitoneal, promove a morte dos mesmos em 2 horas,
ocasionando sintomas como paralisia progressiva, dispinea e parada respiratoria
(Possani, L., Alagon, A. et al., 1979). A injecdo de venenos de M. fulvius e M. frontalis
em animais, provocam choque cardiovascular nos mesmos (Ramsey, Taylor et al.,
1972).

1.4.2.1 Atividade neurotdxica

A neurotoxicidade é a atividade predominate no veneno de Micrurus. Vital-
Brazil, um dos pesquisadores pioneiros no segmento ofidismo, mostrou que o veneno de
M. corallinus apresenta uma atividade neurotoxica com acdo pré-sinaptica e poés-
sindptica, enquanto os venenos de M. frontalis e M. lemniscatus apresentam apenas

atividade pos-sinaptica (Vital Brazil, 1987).

A atividade pré-sinéptica é caracterizada pela agdo de PLA; (B-neurotoxinas) na
juncdo axodnica, impedindo a liberacdo de ACh na fenda sindptica da juncao
neuromuscular de nervos motores. Engquanto, a acdo pos-sinaptica é caracterizada pela
acao das 3FTx que atuam através da ligacdo a receptores colinérgicos das membranas
pos-sinapticas da juncdo neuromuscular de nervos motores, atuando como competidores
de ACh (Silva Jr, Bucaretchi et al., 2003).

Até pouco tempo atrds, apesar das p-neurotoxinas terem sido isoladas de outros
venenos da familia Elapidae, dentre os venenos de Micrurus a a¢do pré-sinaptica so
havia sido visualizada em M. corallinus. Porém em 2005, foi isolada uma nova toxina
com atividade pré-sinaptica do veneno de M. dumerilli carinicauda (Dal Belo, Toyama
et al., 2005). Ainda, componentes do veneno de M. altirostris se ligam com alta
afinidade aos receptores nicotinicos, promovendo um blogueio neuromuscular
irreversivel, cuja acdo independe de atividade enzimética (De Abreu, Leite et al., 2008).

Da mesma maneira, oS venenos da serpentes M. lemniscatus, M. frontalis e M.
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corallinus tem acdo direta na membrana de prepara¢des neuromusculares (Vital Brazil e
Fontana, 1983).

1.4.2.2 Atividade miotdxica

No envenenamento humano, apesar da possibilidade de um quadro de mialgia
instalado, ndo foram descritas observacdes claras de ocorréncia de mionecrose (Da Silva
Junior e Bucaretchi, 2003). Entretando dados experimentais de analises histologicas e
deteccdo de niveis plasmaticos de creatina cinase, revelam que alguns venenos de
Micrurus tem mostrado atividade miotoxica, apds injecdo intramuscular em
camundongo. Venenos de espécies como M. nigrocinctus nigrocinctus, M. n.
mosquitenis, M. carinicauda, M. frontalis, M. alleni e M. surinamensis podem
promover mionecrose. Em contrapartida, o veneno de M. mipartitus ndo apresenta

atividade miotdxica (Gutiérrez, Lomonte et al., 1983; Gutiérrez, Rojas et al., 1992).

O veneno de M. spixii induz uma maior liberacdo de creatina cinase quando
comparado aos venenos de M. averyii, M. hemprichii, M. lemniscatus, M. surinamensis,
indicando ter maior atividade miotdxica (Barros, Fernandes et al., 1994). A atividade
miotdxica do veneno de M. pyrrhocryptus possui um dos maiores valores ja relatados
para esse género, com a dosagem de 518 U/L de creatina cinase, quando 0,5 pg de

veneno € injetado intramuscularmente.

No processo de mionecrose, o sarcolema é afetado ocasionando um aumento de
fons Ca®* no citossol. Desta forma é desencadeada uma hipercontragdo dos
microfilamentos, danos mitocondriais e ativacdo de PLA, dependentes de Ca**
(Gutiérrez, Rojas et al., 1992). Do veneno de M. ningrocinctus foram isoladas a
Nigrotoxina A e Nigrotoxina B que sdo duas PLA, com atividade miotoxica (Alape
Giron, Persson et al., 1999). O veneno de M. altirostris, uma espécie que promove alto
indice de acidentes no Rio Grande do Sul, apresenta atividade miotdxica,
edematogénica, hemolitica e letal para camundongos. A MED (dose ematogénica
minima) é de 0,27 pg/mL, com o edema iniciando imediatamente apds a injecao
subcutanea (Moraes, Sousa-E-Silva et al., 2003).
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1.4.2.3 Atividades proteolitica, hemolitica, hemorragica e cardiovascular

A atividade proteolitica é variavel entre os venenos do género Micrurus sendo
que os venenos de algumas espécies mostram-se desprovidos dessa atividade. O veneno
de M. fulvius, uma espécie endémica dos Estados Unidos, possui baixa atividade
proteolitica, o que promove pouco ou nenhum efeito no local do envenenamento
(German, Hack et al.,, 2005). Em M. fulvius microgalbineus, nenhuma atividade
proteolitica é observada (Possani, L. D., Alagon, A. C. et al., 1979).

Os venenos de M. ibiboboca e M. spixii apresentam atividade proinflamatoria, e
se mostraram capazes de promover a ativagdo do sistema complemento e capazes de
promover a conversdo de proteina C3 de soro humano em outros produtos. Ambos 0s
venenos séo, também, capazes de aumentar a permeabilidade vascular, provocar edema
e apresentam atividade hemolitica em eritrécitos de carneiro (Tambourgi, Dos Santos et
al., 1994). O veneno de M. spixii apresenta uma baixa atividade Trombin-like, sendo
capaz de converter fibrinogénio em fibrina, enquanto o veneno de M. ibiboboca é capaz
de promover a clivagem da proteina C3 purificada, na auséncia de outras proteinas do
sistema complemento, o que pode ser atribuido a enzimas proteoliticas (Tambourgi, Dos
Santos et al., 1994) .

O veneno de M. pyrrhocryptus ndo apresenta nenhuma atividade hemorragica,
anti-coagulante e necrotica (Dokmetjian, Del Canto et al., 2009). O veneno de M.
averyii apresenta atividade hemorragica (Barros, Fernandes et al., 1994). Os venenos de
M. nigrocinctus, M. alleni, M. frontalis, M. carinicauda e M. surinamensis nao
apresentam capacidade de induzir hemorragia e edema (Gutiérrez, Lomonte et al.,
1983). Por outro lado, os venenos de M. brasiliensis, M. lemniscatus, M. corallinus e M.
frontalis sdo capazes de promover hemorragia pulmonar, visceral e cardica em ratos,
enquanto o veneno de M. fulvis promove hemorragia em camundongos (Tan e
Ponnudrai, 1992; Francis, Da Silva Junior et al., 1997; Jorge Da Silva, 2001; Da Silva
Junior e Bucaretchi, 2003). A acdo hemorrédgica esta caracterizada em ensaios

experimentais, apesar de ndo ser um sintoma observado em acidentes humanos
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A atividade hemolitica, em eritrocitos humanos, foi detectada no veneno de M.
pyrrhocryptus, com valor de 0,309 pg/mL MHD (dose hemolitica minima) (Barros,
Fernandes et al., 1994). Atividade citotoxica indireta é observada em leucocitos
humanos, com ensaios com veneno de M. altirostris (Moraes, Sousa-E-Silva et al.,
2003).

Os venenos de M. frontalis frontalis e M. nigrocinctus nigrocinctus mostram
maior atividade anticoagulante e fosfolipasica, sendo também os mais letais, quando
comparados com 0s venenos de M. lemniscatus carvalhoi e M. surinamensis
surinamensis. Dentre estes venenos, o de M. nigrocinsctus nigrocinctus é o que
provoca uma maior formagdo de edema (Cecchini, Marcussi et al., 2005). A atividade
edematogénica, também, é ocasionada pelos venenos de M. frontalis, M. altirostris, e
M. ibiboboca em camundongos (Sanchez, Freitas et al., 1992; Moraes, Sousa-E-Silva et
al., 2003). Sabe-se que as PLA,; sdo toxinas responsaveis por agir direta e indiretamente

na formacéo de edemas (Lomonte, Tarkowski et al., 1993).

Acdo cardiovascular foi observada através da atividade hipotensora do veneno
de M. fulvius e M. frontalis (Francis, Williams et al., 1993; Francis, Da Silva Junior et
al., 1997). O veneno de M. fulvius promoveu a diminui¢do da contragdo cardiaca e de
musculos esqueléticos devido a acdo direta do veneno na membrana muscular (Weis e
Mcisaac, 1971). No veneno de M. frontalis, a acdo hipotensora foi ocasionada por uma
PLA,, a qual, também, possui uma a¢do hemoragica (Francis, Da Silva Junior et al.,
1997).

1.4.2.4 Toxinas dos venenos de Micrurus

Devido a baixa obtencdo de venenos de espécies do género Micrurus,
relativamente poucas toxinas tem sido isoladas e caracterizadas a partir desses venenos.
Estudos protedbmicos, vendmicos e de transcriptoma tem promovido uma plataforma
geral de identicacdo de proteinas, em tais venenos. Venenos de espécies como M.
corallinus, M. surinamensis, M. altirostris e M. nigroccintus tiveram seu perfil protéico
analisados recentemente (Olamendi-Portugal, Batista et al., 2008; Leao, Ho et al., 2009;

Correa-Netto, Teixeira-Araujo et al., 2010; Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).
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Atraveés do transcriptoma de M. corallinus, foi observado que as duas principais
classes de toxinas deste venenos sdo as 3FTxs e as PLA,, embora outras classes de
proteinas, também, tenham sido indentificadas como, lectina tipo-C, peptideos
natriuréticos, metaloproteases, e LAO (Leao, Ho et al., 2009). Ainda, por analises
protedmicas, o veneno de M. surinamensis, também, mostrou um maior nimero de
componentes proteicos com massa em torno de 6-14 kDa, que correspondem as 3FTx
(neurotoxinas e cardiotoxinas) e as PLA,, embora tenham sido identificados peptideos
tripticos similares a metaloproteases, LAO e inibidores de proteases (Olamendi-
Portugal, Batista et al., 2008).

Recentemente, um estudo combinado com andlises protebmicas e de
transcriptoma com 0s venenos de M. altirostris e M. corallinus mostraram a mesma
importancia das 3FTx e das PLA,, em termos de procentagem presencial, na
composicdo do veneno. Além disso, proteinas como metaloproteases, LAO, proteinas
tipo-CRISP, proteina tipo lectina tipo-C, lipases e serino proteases, também, foram
identificadas (Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011). Ainda, no veneno de
M. nigroccintus o estudo protedmico promoveu a identificacdo de oito familias distintas
de proteinas (PLA;, 3FTX, LAO, proteina tipo lectina tipo-C, serino proteases, ohanina,

nucleotidase) (Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).

Como mencionado acima, duas familias de proteinas (PLA; e 3FTx) tem se
mostrado mais representativa nos venenos de Micrurus. As PLA;, uma das mais
representativas proteinas do veneno de Micrurus apresentam uma grande variedade de
acOes farmacoldgicas, interferindo nos processos fisiologicos normais (Thwin,
Gopalakrishnakone et al., 2000). Ha alguns anos atras, Possani et al. através de métodos
cromatograficos convencionais, purificaram uma PLA, do veneno de M. fulvius
microgalbineus. Tal proteina apresentou uma massa molecular aproximada de 14,0 kDa
sendo constituida de 119 residuos de aminoacidos com 12 cisteinas (Possani, L. D.,
Alagon, A. C. et al., 1979). Uma PLA; miotoxica também foi isolada do veneno de M.
nigrocinctus (Arroyo, Rosso et al., 1987). O veneno de M. frontalis frontalis contém
PLA, basicas e acidas, com massas moleculares que variam em torno de 21 a 23 kDa,
tais proteinas apresentaram atividade hemorréagica (Francis, Da Silva Junior et al.,

1997). Do veneno de M. nigrocinctus nigrocinctus, M. alleni yatesi, M. multifasciatus
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foram isoladas 11 fracBes com atividade fosfolipasica, utilizando sistema de

cromatografia de fase reversa (Rosso, Vargas-Rosso et al., 1996).

Nigroxina A e B, duas fosfolipases com atividade miotoxica foram isoladas do
veneno de M. nigrocinctus, com massas moleculares de 14181,5 Da e 14210,0 Da
(Alape Giron, Persson et al., 1999). A sequéncia N-terminal de quatro PLA, do veneno
de M. pyrrhocryptus, com massas moleculares aproximadas de 12,8 e 14,3 kDa, foram
determinadas por degradacdo de Edman, e apresentaram similaridade com outras PLA,S
de serpentes elapidicas (Dokmetjian, Del Canto et al., 2009). Mostrando certo
pioneirismo, em relacdo ao veneno de Micrurus, Dal Belo et al., isolaram e realizaram
a caracterizacdo farmacol6gica de uma nova fosfolipase com acdo pré-sinaptica (B-
neurotoxina) do veneno de M. dumerilli carinicaudata, que promove o bloqueio da

neurotransmissao em mamiferos e aves (Dal Belo, Toyama et al., 2005).

A outra familia de proteina importante no veneno de Micrurus é a 3FTX, da qual
fazem parte as a-neurotoxinas. Algumas 3FTx tém sido isoladas e caracterizadas nos
venenos de espécies como M. nigrocinctus nigrocinctus, M. frontalis frontalis, M.
pyrrhocryptus e M. frontalis (Alape-Giron, Stiles et al., 1996; Rosso, Vargas-Rosso et
al., 1996; Francis, Da Silva Junior et al., 1997; Dokmetjian, Del Canto et al., 2009;
Moreira, Prates et al., 2010).

A primeira sequéncia completa de uma o-neurotoxina isolada do veneno de
Micrurus foi obtida em 1996, sendo isolada do veneno de M. nigrocinctus nigrocinctus.
Esta neurotoxina, composta por 60 residuos de aminoacidos, apresentou um alto grau de
similaridade com outras toxinas de serpentes da familia Elapidae, tendo 77% de
homologia com a-neurotoxina | de N. mossambica mossambica (Rosso, Vargas-Rosso
et al., 1996). Em contrapartida, em um estudo mais rescente, seis novas 3FTX
denominadas de Frontoxinas | a VI, foram identificadas. Estas apresentaram
similaridade com a-neurotoxinas de cadeia curta e a-neurotoxinas de cadeia longa.
Ensaios in vitro, com jun¢do neuromuscular de sapo, sugeriram que a frontoxina age

bloqueando receptores de NAChR (Moreira, Prates et al., 2010).

Anos atrds, também, foi demonstrado que o veneno de M. nigrocinctus

nigrocinctus contém varias proteinas de ligacdo a nAChR, capazes de serem
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reconhecidas por anticorpos contra o-Cobrotoxina e Neurotoxina Il de Naja naja
oxiana, sugerindo que sejam o-neurotoxinas de cadeia curta (Alape-Giron, Stiles et al.,
1996). O veneno de M. frontalis frontalis apresenta neurotoxina p6s-sinaptica o que foi
observada pela determinacdo da sequéncia N-terminal e comparacdo de similaridade
(Francis, Da Silva Junior et al., 1997). Do veneno de M. pyrrhocryptus seis novas
proteinas, cujas sequéncias N-terminais foram determinadas, apresentaram similaridade
com o-neurotoxinas de outros venenos elapidicos. Dentre essas foi determinada a
sequéncia completa de uma a-neurotoxina de cadeia curta. Segundo os autores, esta € a
primeira sequéncia completa de uma a-neurotoxina do veneno de M. pyrrhocryptus
(Dokmetjian, Del Canto et al., 2009).

Em um estudo utilizando técnicas de biologia molecular, foi realizado a
clonagem de cDNAs de trés isoformas de a-neurotoxinas, extraidos da glandula de
veneno da serpente M. corallinus. Todas as isoformas apresentam aproximadamente
70% de similaridade com outras o-neurotoxinas, apesar de ndo apresentarem alguns
aminoacidos importantes que mediam a ligacéo da toxina aos receptores de acetilcolina

(Oliveira, Harasawa et al., 2008).

Além das a-neurotoxinas, a biologia molecular tem colaborado com os estudos
dos peptideos natriuréticos. Ho et al. realizaram a clonagem de cDNAs codificadores de
peptideos natriuréticos, também do veneno de M. corallinus. Tais peptideos, ricos em
prolina, possuem maior similaridade em relacdo aos peptideos natriuréticos
caracterizados de outra espécie de elapideo, como a serpente Dendroaspis angusticipes
que aos peptideos isolados da serpente B. jararaca (Viperidae) (Ho, Soares et al.,
1997).

De acordo com uma busca realizada no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/), indica que relativamente poucas proteinas
do veneno de Micrurus, tiveram suas estruturas primarias parciais ou totais depositadas
em bancos de dados. Analisando estas proteinas, pode-se notar que a proteinas
sequenciadas tiveram origem de espécies M. corallinus, M. nigroccinctus, M. altirostris,
M. fulvius, M. pyrrhocryptus, M. frontalis e M. surinamensis. Dentre as espécies

proteicas sequenciadas estdo: PLA2, a-neurotoxinas de cadeia curta e cadeia longa e

36


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/

weak neurotoxinas, proteinas ligadoras a receptores de acetilcolina, proteinas tipo

lectina tipo C e peptideos natriuréticos.

Apesar do pouco numero de proteinas com sequéncias depositadas em bancos de
dados, observa-se um aumento recente nos estudos destes venenos. Isso fica
evidenciado uma vez que uma mesma busca no mesmo banco de dados (NCBI) foi
realizada no ano de 2007 e, naquela data, apenas a estrutura priméaria de 27 proteinas
haviam sido depositadas. No ano de 2009, ja pdde ser observado um aumento nesse
numero para 49 proteinas. Atualmente, pode-se verificar o depésito de 89 sequéncias
primarias de proteinas. Esse aumento de dados obtidos a partir do veneno de espécies do
género Micrurus estd diretamente relacionado ao desenvolvimento de estudos
transcriptbmicos e protedbmicos. As recentes proteinas cujas sequéncias foram
depositadas, foram obtidas em estudos utilizando técnicas de biologia molecular (Leao,
Ho et al., 2009) e de estudos proteémicos (Olamendi-Portugal, Batista et al., 2008;
Dokmetjian, Del Canto et al., 2009; Moreira, Prates et al., 2010; Corréa-Netto,
Junqueira-De-Azevedo et al., 2011; Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).

A pouca disponibilidade de dados e a pouca quantidade de estudos sobre 0s
venenos de Micrurus se deve, principalmente, a dificuldade na manutencdo desses
animais em cativeiro, e a pouca producdo de veneno pelos mesmos. Isso acarreta em um
baixo rendimento de toxinas que, conseqiientemente, sdo quase exclusivamente
disponibilizadas para a produgdo de soro. Ensaios bioldgicos de atividades e as técnicas
convencionais de caracterizacdo bioquimica das proteinas demandam uma quantidade
maior de matéria prima, o que inviabiliza uma maior realizacdo de estudos com esses
venenos. O avan¢co no campo protedmico, com técnicas altamente sensiveis, veio
colaborar com o estudo de proteinas ditas “escassas”, uma vez que necessitam de baixas

quantidades de veneno para se realizar uma caracterizagéo

1.5 Protedmica e 0s venenos ofidicos

A protedbmica pode ser definida como uma analise sistematica de proteinas, na

qual se visa identificar, quantificar e determinar a funcdo de cada molécula, seguindo
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um caminho diferente das pesquisas convencionais de proteinas, ou seja, primeiramente
se determina a estrutura da proteina para depois estudar a funcdo da mesma. Ao
contrario dos genomas relativamente estaticos das células, o proteoma é bastante
complexo e dindmico, sendo definido como uma colecdo de proteinas expressa em uma
célula, tecido ou organismo em um determinado momento ou condi¢do (Peng e Gygi,
2001).

As anélises protedmicas comumente sdo realizadas pela combinacdo de varias
técnicas analiticas das quais podem ser citados 0s processos cromatograficos, como a
cromatografia bidimensional (2D-LC), a espectrometria de massa, principalmente
usando as fontes do tipo electrospray (ESI) ou matrix-assisted laser desorption
ionization (Grimaldi Jr, Mcmahon-Pratt et al.) e a eletroforese bidimensional (2D-Gel),
interrelacionadas com a bioinformatica. Uma das grandes inovacdes prometidas pelo
conhecimento do proteoma, além do mapeamento de intrincados caminhos metabolicos
celulares, é a possibilidade de identificacdo de moléculas que, em Ultima anélise,
poderiam ser utilizadas como alvos de drogas especificas.

A possibilidade de utilizacdo da espectrometria de massa - uma técnica
altamente sensivel e precisa - para analise de biomoléculas foi a maior responsavel pelo
grande impulso da protedmica. A listagem e o estudo sistematico das massas
moleculares que correspondem aos componentes funcionais de um determinado extrato
ou fluido biolégico podem ser utilizados para a caracterizagdo dos organismos
produtores desse extrato ou para a classificacdo de seus estados de desenvolvimento e
condicdes fisioldgicas. Varios estudos tém sido realizados em busca de novas moléculas
com potencial uso terapéutico escondidas em extratos naturais e secrecdes fisioldgicas
(Pimenta e De Lima, 2005).

As técnicas protedmicas tém sido utilizadas na caracterizacdo bioquimica de
venenos que sdo dificeis de serem obtidos, como é o caso de venenos de artropodes
(Pimenta e De Lima, 2005; Nascimento, Rates et al., 2006; Rates, Bemquerer et al.,
2007) e de algumas serpentes. Essa nova ciéncia esta sendo utilizada com o objetivo de
esclarecer algumas informag@es contidas no fluxo génico, respondendo perguntas em

relacdo as atividades especificas destes venenos.
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Como dito acima, a expressdo protéica ndo é estatica. As analises protebmicas
tem demonstrado que a composicao dos venenos pode ser influenciada por fatores como
distribuicdo geografica, variacdo ontogenética, género, variacdo inter e intra-especifica,

sazonalidade e fatores ambientais (Daltry, Wster et al., 1996).

Uma série de estudos comparativos entre venenos de serpentes vem se tornando
um caminho a ser percorrido por varios pesquisadores que se aventuram nos estudos
protebmicos. A influéncia da variagdo geografica na composicdo dos venenos da
serpente asiatica Trimeresurus stejnegeri foi realizada utilizando MALDI-TOF-MS e
focalizacdo isoelétrica (Creer, Malhotra et al., 2003). A variacdo ontogenética, dos
venenos de Bothrops atrox de espécimes de diferentes idades foi realizada por
eletroforese bidimensional, sugerindo que o proteoma do veneno altera de acordo com o
desenvolvimento da serpente. Algumas classes de proteinas foram identificadas por
mass fingerprinting, como metaloproteases, serina proteases, lectinas, PLA,, LAO, fator
de crescimento vascular e proteinas secretdrias ricas em cisteinas (Guércio, Shevchenko
et al., 2006).

Anélises comparativas entre diferentes géneros de serpentes, e diferentes
espécies do mesmo género, também, tém sido realizadas. A cromatografia liquida e
espectrometria de massas (LC/MS) auxiliou no estudo da diversidade da composicédo
dos venenos da serpente do género Acanthophis. Todos os venenos estudados
apresentaram o mesmo padrdo de eluicdo e uma significante similaridade, e também,
diferencas em relagdo a algumas moléculas individuais, como o numero total, peso
molecular e tempo de retencdo (Fry, Wickramaratna et al., 2002). O proteoma dos
venenos das serpentes Cerates cerate, C. vipera e Macrovipera lebetina mostrou que
tais venenos sdo compostos por poucas familias de proteinas, embora cada veneno tenha
mostrado certa distincdo na complexidade total. Em outro estudo, foi determinado a
composicdo de proteinas de trés sub-espécies de Sistrurus catenatus por RPC,
sequénciamento N-terminal, mass fingerprinting e CID-MS/MS (Collision-induced

dissociation mass spectrometry) (Sanz, Gibbs et al., 2006).

Outra vertente seguida pelos estudos protedmicos é a caracterizacdo individual
de cada espécie. A identificacdo protebmica do veneno da serpente australiana

Pseudonaja textilis foi realizado através de 2D-gel, MS e sequénciamento de novo de
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peptideos tripticos (Birrell, Earl et al., 2006). A analise protebmica dos venenos das
serpentes N. naja atra e Agkistrodon halys mostrou a diferenca na composi¢cdo do
veneno de serpentes da familia Viperidae e Elapidea. Os venenos elapidicos possuem
uma alta abundancia de cardiotoxinas e neurotoxinas, enguanto os venenos dos
viperideos contém uma significante quantidade de hemotoxinas e metaloproteinases (Li,
Wang et al., 2004). A técnica de cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de
massa possibilitou a identificacdo de sessenta e uma proteinas no veneno de N. kauthia,
nas quais podem ser destacadas cardiotoxinas, neurotoxinas e citotoxinas. A eletroforese
bidimensional também foi utilizada na pesquisa da imunogenicidade do veneno, em

ensaios de Western blot (Kulkeaw, Chaicumpa et al., 2007).

O estudo protedmico do veneno de Bothrops colombiensis foi realizado através
do fracionamento por RPC, seguida por analises das fraces por 1D-gel,
sequenciamento N-terminal, determinacdo de massas por MALDI-TOF/MS. Tal veneno
é composto por oito tipos diferentes de familias proteicas, destacando-se em abundancia
as metaloproteases dependentes de zinco, e as PLA, K49 que correspondem a 86% do
total de proteinas do veneno (Calvete, Fasoli et al., 2009). O estudo protedmico do
veneno de Daboia russelli siamensis, foi realizado por 2D-Gel, seguido de
sequenciamento de novo e analises enzimaticas. O resultado deste estudo mostrou que
este veneno é composto por seis familias de proteinas como, serino proteases,
metaloproteases, PLA,, fator de crescimento vascular, proteinas tipo lectina tipo-C
(Risch, Georgieva et al., 2009).

Um diferencial das técnicas protebmicas é a capacidade de prover a
diferenciacdo de espécies protéicas em nivel de modificacdes pos-traducionais, tornado
importante no estudo dos venenos de serpentes uma vez que estes Sdo ricos em
isoformas. Através da juncao da tecnologia protedmica com a especificidade enzimatica
foi analisada a diversidade molecular do veneno da P. textilis. Modifica¢bes pods-
traducionais como fosforilagéo, y-carboxilacdo, e glicosilagdo foram observadas neste
veneno (Birrell, Earl et al., 2006).

A vertente protedmica tem alcancado, também, caminhos no estudo de venenos
de Micrurus. Hoje, j& se tem uma elucidacdo acerca da composicdo do veneno de

algumas espécies desse género gracas a trés estudos realizados, recentemente. Nestes
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trés estudos foram analisados os venenos de M. nigroccinctus, M. corallinus, M.
altirostris e M. frontalis, sendo novas proteinas identificadas, possibilitando um melhor
conhecimento dos venenos (Moreira, Prates et al., 2010; Corréa-Netto, Junqueira-De-
Azevedo et al., 2011; Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).

Realizando uma analise mais precisa dos venenos de serpentes, sdo gerados
novos conhecimentos sobre suas toxinas, no que se trata de seu poder farmacoldgico, e
seu poder imunogénico. Estes estudos colaboram para o desenvolvimento
biotecnoldgico na producédo de soros anti-ofidicos e possibilitam uma 6tima prospeccao

para o desenvolvimento de novos farmacos.

1.6 Sorologia e estudos anti-vendmicos

O tratamento contra 0 envenenamento por serpente é realizado pela
administracdo intravenosa de soros anti-ofidicos. Porém o sucesso deste tratamento
depende da boa qualidade do soro administrado, do tempo entre 0 acidente e sua
administracdo e da identificacdo da serpente envolvida no acidente. Como mencionado
ao longo deste trabalho, os acidentes ofidicos constituem um problema de salde

publica, muitas vezes negligénciado pelas autoridades locais.

Em 1984, foram realizados 0s primeiros experimentos que demonstraram que 0
soro de animais hiperimunizados, era capaz de neutralizar a acdo toxica dos venenos
(Gutiérrez, Lomonte et al., 2009). Tais pesquisadores demonstraram a efetiva acdo de
soros de animais hiperimunizados em neutralizar os efeitos toxicos gerados pelos
venenos. No primeiro estudo, os pesquisadores mostraram um diferente protocolo de
imunizacdo e foram capazes de produzir anti-soro que protegia contra o envenenamento
de cobras. Os primeiros antivenenos produzidos consistiam de soro ndo purificados de
animais hiperimunizados com os venenos. Hoje em dia, existem diferentes protocolos
de imunizacdo, que atendem a necessidade e os estudos de cada regido e pais (Espino-
Solis, Riaflo-Umbarila et al., 2009).

Em um estudo rescente, foi apresentado uma lista de antivenenos disponiveis em
todo o mundo, mostrando o pais, a instituicdo fabricante e o tipo de antiveneno

produzido. Segundo este estudo, no Brasil, existem dois grandes centros produtores de
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soro antiofidico, que sdo o Instituto Butantan, em S&o Paulo-SP e a Fundagdo Ezequiel
Dias, em Belo Horizonte-MG (FUNED). No Instituto Butantan sdo produzidos soros
anti-Elapidico, anti-Laquetico, anti-Botropico-crotalico, anti-Botropico-laquetico, anti-
Crotalico e anti-Botropico. Em contrapartida, segundo o estudo, na FUNED séo
produzidos soros anti-Botropico, anti-Crotalico e anti-Botropico-crotalico (Espino-
Solis, Riafio-Umbarila et al., 2009).

Entretando, sabe-se que na FUNED, também, sdo produzidos os soros anti-
Elapidico e anti-Botropico-laquetico, cujos dados foram negligénciados pelos autores
(www.funed.mg.gov.br). Além, destes dois centros de pesquisa e producdo de
imunobioldgicos, referenciados por Espino-Solis, Riafio-Umbarila et al (2009), o
Instituto Vital Brasil, no Rio de Janeiro, também, é reconhecido pelo Ministério da
Salde, como um dos trés fornecedores de soros hiperimunes distribuidos no Brasil.
Neste intituto, os soros antiofidicos produzidos sao: anti-Crotalico, anti-Botropico, anti-

Botropico-crotalico e anti-Botropico-laquetico (http://www.ivb.rj.gov.br/).

A maioria dos antivenenos € produzida em cavalos devido ao seu grande volume
de sangue, podendo ser utilizados também burros e carneiros (Gutiérrez, Lomonte et al.,
2009). Os antivenenos podem ser ditos monovalentes ou polivanlentes, ou seja, podem
ser fabricados a partir da hiperimunizacdo com o veneno de uma Unica espécie ou com o
veneno de duas ou mais espécies, respectivamente. Pra se obter uma boa
hiperimunizacdo podem ser necessarios de dez a quinze inje¢des de veneno em um
periodo de 3 a 15 meses (Chippaux e Goyffon, 1998). Apds esse periodo ocorre a
coleta do sangue, o plasma é fracionado para extrair e purificar as imunoglobulinas
ativas. Tal fracionamento é realizado com a utilizacdo de sulfato de amdnio ou sulfato
de sddio (Gutiérrez, Lomonte et al., 2009). Os antivenenos podem consistir
principalmente de IgG, imunoglobulinas purificadas (Fig.9A) e de fragmentos
produzidos a partir da digestdo destas imunoglobulinas com papaina ou pepsina,
formando fragmentos Fab (Fig. 9B) e F(ab’), (Fig. 9C), respectivamente, sendo que a

mairoria dos fabricantes utilizam fragmentos F(ab’), na sua producao.
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Figura 9: Estrutura das imunoglobulinas presentes nos anti-venenos. (A) IgG, (B)
Fab, e (C) F(ab’), . VL e VH: regides variaeis das cadeias leves e pesadas, CL e CH: regides
variaveis das cadeias leves e pesadas, FC: fragmento FC (Espino-Solis, Riafio-Umbarila et al.,
2009)

Tem sido muito discutidas as vantagens e desvantagens do antiveneno ser
composto de 1gG purificada, ou fragmentos Fab e F(ab’),. De forma geral, os
fragmentos Fab apresentam uma distribuicdo mais rapida nos tecidos, quando
comparados a IgG e a F(ab’),, embora o fragmento Fab seja eliminado da circulacdo de
forma mais rapida (Gutiérrez, Ledn et al., 2003). As IgG promovem um maior poder no
que se trata de causar reacOes adversas, como alergia. No momento, no caso de
envenenamento de viperideos tem sido preferido o uso de antivenenos constituidos de
IgG total ou fragmentos F(ab’),, por apresentarem uma meia vida maior, uma vez que
estes venenos sdo constituidos na grande maioria das vezes de fosfolipases,
metaloproteases, serinoproteases, que sdao moléculas de maior massa molecular, e
consequentemente distribuicdo mais lenta no organismo (Bon, 1996). J& no
envenenamento por elapidicos, onde 0s seus venenos apresentam uma maior quantidade
de proteinas de baixa massa molecular, é indicado uma combinacdo de 1gG e F(ab’),,
com fragmentos Fab, por este ultimo ser mais rapido na distribuicdo no organismo
(Espino-Solis, Riafio-Umbarila et al., 2009).

A maioria dos antivenenos utilizados € polivalentes, uma vez que muitas vezes
torna-se dificil a identificacdo da espécie de serpente responsavel pelo acidente, para
que possa ser administrado um antiveneno monovalente. Desta forma, a produgéo do
soro se d& através da imunizacdo atraves de uma mistura de venenos, de diferentes

especies. Essa mistura é especifica para cada pais ou regido, devido a variacdo
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intraespecifica e ao fato de diferentes espécies de serpentes serem responsaveis pela
maioria de envenenamento em cada regido. A escolha do veneno utilizado no protocolo
de imunizacdo é baseada, principalmente, levando-se em conta a espécie de serpente
que apresenta maior distribuicdo geografica na regido, e que &, consequentemente,

responsével pelo maior indice de envenenamento (Gutiérrez, Lomonte et al., 2009).

Infelizmente, muitas vezes os antivenenos disponiveis podem ndo proteger
satisfatoriamente o paciente. Isso se deve ao fato do antiveneno n&o possuir anticorpos
contra determinados componentes toxicos presentes em um veneno especifico. Devido a
ocorréncia de uma variacdo ontogenética, geografica, e variacdo intraespecifica ou
individual torna-se necessario o uso de uma mistura de venenos representativos
especificos para a fabricacdo de antiveneno. Na literatura existem alguns estudos que

mostram a reacdo cruzada existente entre diferentes antivenenos e venenos.

Um antiveneno produzido a partir do veneno de Crotalus atrox é capaz de
neutralizar tipos diferentes de venenos de cinco diferentes espécies cascavéis, mas nao
neutraliza o veneno de C. terrificus durrificus, que é caracterizado pela presenca de
neurotoxina e crotoxina, ausentes em C. atrox (Chippaux e Goyffon, 1998). O
antiveneno anti-B. jararaca apresenta reacdo cruzada duas vezes maior com 0 veneno

de B. moojeni, em comparacdo a relacdo inversa (Heneine e Catty, 1993).

Em um estudo protebmico e de imunogenicidade, demonstou-se que o
antiveneno polivalente produzido na Costa Rica, através da imunizacdo de cavalo com
0s venenos de B. asper, C. simus e L. stenophrys foram capazes de imunodepletar
aproximadamente 80% das proteinas de B. carribauneus e B. lanceolatus, e foi efetivo
na neutralizacdo das atividades letal, hemorragica, fosfolipasica e proteolitica dos
veneno (Gutierrez, Sanz et al., 2008). Através de immunoblotting baseado em
eletroforese bidimensional, foi verificado que o anti-N. kaouthia reagiu apenas com
fatores de veneno de cobra e com fosfolipases, apesar desse veneno apresentar outras
familias de proteinas como, cardiotoxinas, toxinas ricas em cisteinas, citotoxinas,
kaouthiagina, neurotoxinas, proteinas tipo toxinas muscarinicas e weak neurotoxinas
(Kulkeaw, Chaicumpa et al., 2007).
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Em um outro estudo de immunoblotting, demonstou-se que um antisoro contra a
crotoxina de C. d. cascavella reconheceu a crotoxina de C. d. terrificus e a
bothropstoxina-l de B. jararacussu. Tal reacdo cruzada, também, foi confirmada por
ensaios de ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay. Neste mesmo estudo, 0s
autores demostraram que o antiveneno comercial contra C. d. terrificus, produzido em
cavalo, foi capaz de neutralizar o bloqueio neuromuscular provocado pelo veneno de B.

jararacussu (Beghini, Cruz-Hoéfling et al., 2005).

Em 2001, através de eletroforese unidimensional e Western blot, foi
demonstrado que antisoros contra M.corallinus, M. frontalis, M. spixii e o anti-
elapidico apresentaram reagdo cruzada com os venenos de M. corallinus, M. frontalis,
M. ibiboboca e M. spixii. Tais soros reagiram com pelo menos outros onze tipos
diferentes de venenos de Micrurus, além de reagirem com 0 veneno de outras serpentes
da mesma familia (N.n. scutatus, D. angusticeps, e B. multicinctus) e com o veneno de
C. d. terrificus (Prieto Da Silva, Yamagushi et al., 2001). Anteriormente, através de
ELISA, foi demonstrado que os venenos de 14 diferentes espécies de Micrurus foram
capazes de reagir com antiveneno de M. nicrocinctus. Este mesmo antiveneno
apresentou reacdo cruzada com o veneno de Naja naja kaouthia e foi capaz de
reconhecer a proteina a-cobrotoxina isolada do veneno de Naja (Alape-Giron, Lomonte
etal., 1994).

O estudo de reagdo cruzada entre diferentes soros e venenos torna-se importante
para uso terapeutico emergencial, como ja ocorre nos Estatos Unidos (EUA). Neste
pais, existem trés espéecies de Micrurus, sendo que duas delas sdo de importancia
médica (M. tener tener e M. fulvius fulvius), por apresentarem um maior indice de
acidente. Entretanto, desde outubro de 2008, a distribuicdo de soro foi extinta pelos
EUA. A alternativa para o tratamento é a utilizacdo de antivenenos produzidos por
outros paises. A eficiéncia de um antiveneno comercializado no México, produzido a
partir da imunizagdo com M. nigrocinctus nigrocinctus, foi comparado com o
antiveneno dos EUA, produzido com o veneno de M. fulvius fulvius, em neutralizar a
acao toxica dos venenos de M. tener tener e M. fulvius fulvius. Os resultados
demonstraram que o antiveneno mexicano foi capaz de neutralizar tanto o veneno de M.

tener tener quanto o veneno de M. fulvius fulvius, enquanto o antiveneno produzido nos
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EUA s6 foi eficaz contra o veneno de M. fulvius fulvius (Sanchez, Lopez-Johnston et
al., 2008).

A variacdo intra e interespecifica na composicdo do veneno promove uma
diferenca sintomatoldgica, apos o envenenamento. Tal fato reflete um cuidado maior na
producdo do antiveneno, procurando sempre a fabricacdo de um ativeneno que possa
neutralizar a0 maximo estes sintomas. Para isso a escolha dos venenos utilizados para a
imunizagdo é um passo primordial na fabricagdo dos mesmos. Os estudos protedmicos e
imunondmicos dos venenos de serpentes, juntamente com as analises de reacéo cruzada
vem para auxiliar no conhecimento das familias de toxinas presentes nos venenos de
diferentes espécies, e sua imunogenicidade, o que ira propiciar uma melhora no campo

da sorologia.

Apesar dos venenos das serpentes auxiliarem na sorologia, uma outra vertente a
ser explorada € o conhecimento dos mesmos visando uma prospec¢do biotecnologica,
no que se trata da descoberta de possiveis proteinas com um potencial farmacolégico.

Alguns estudos tem tratado estes venenos explorando o seu carater anti-parasitario.

1.7 Venenos de serpentes e sua atividade antiparasitaria

Venenos de serpentes como Cerastes cerastes, Vipera lebetina e Naja haje
foram capazes de inibir o crecimento de T. cruzi e L. donovani infantum (Fernandez-
Gomez, Zerrouk et al., 1994). Enquanto isso, 0 veneno de B. jararaca mostrou agédo
inibitéria acdo no crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi e formas
promastigotas de L. donovani. Neste estudo foram observadas alteracdes estruturais
induzidos por este veneno, em formas epimastigotas, tripomastigotas, e amastigotas de
T. Cruzi, assim como, em formas promastigotas de L. major (Goncalves, Soares et al.,
2002). Em um estudo comparativo com trés venenos de Crotalus, mostrou-se que o
veneno bruto de C. durrissus terrificus apresenta uma atividade anti-Leishmania
superior quando comparado ao veneno de C. durrissus cascavella, por outro lado, o
veneno bruto de C. durrissus collilineautus é capaz de aumentar em 50% o numero de

parasitas (Goncalves, Soares et al., 2002).
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As LAOs de alguns venenos foram isoladas e apresentaram atividade anti-
Leishmania. O veneno bruto de B. moojeni apresentava atividade anti-Leishmania,
sendo, uma LAO capaz de inibir o crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis, L. panamensis e L. chagasi (Tempone e Andrade, 2001). Em outro
estudo, a LAO do veneno de B. jararaca que foi ativa contra formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis (Ciscotto, Machado De Avila et al., 2009). Como demonstrado em
ambos os estudos, e em outros descritos na literatura, a atividade anti-Leishmania das
LAOs ocorrem devido a atividade enzimatica da mesma. Tais enzimas catalizam a
desaminagdo oxidativa de L-aminoacidos, promovendo a formacdo de perdxido de
hidrogénio, cuja acéo é extinta pela adi¢do de catalase ao meio de cultura. Uma LAO
isolada do veneno de B. pirajai induziu morte dose-dependente de formas
promastigostas de diferentes espécies de Leishmania, sendo L. braziliensis a mais
susceptivel dentre as estudadas (Izidoro, Ribeiro et al., 2006). Uma LAO do veneno de
C. durrisus cascavella exibiu alta atividade anti-Leishmania contra formas
promastigostas de L. amazonensis, sendo sua atividade também, dependente de
producdo ed perdxido de hidrogénio, com uma concentracdo inibitoria de 50% (ICso)

estimada em 2,39 ng/mL (Toyama, Toyama et al., 2006).

A atividade anti-Leishmania de fragdes isoladas do veneno de C. durrissus
cascavella foi demosntrada em outro estudo . A fragdo mais ativa contra Leishmania
foi a giroxina, uma fracdo com atividade protedlitica que apresenta, também, proteinas
como LAO, seguida de crotamina, um polipeptideo basico que possui a¢do analgésica, e
posteriormente, crotoxina a fracdo considerada também mais toxica do veneno (Passero,
Tomokane et al., 2007).

Recentemente, duas PLA,s miotoxicas foram isoladas do veneno de Bothrops
brazilis, uma Asp49 enzimaticamente ativa, e outra Lis49 desprovida de atividade
enzimatica. Ambas as proteinas apresentaram atividade anti-Leishmania, sendo ativas
contra L. baraziliensis e L. amazonensis. Além das toxinas nativas, 0s pesquisadores
demostraram, tambeém, a mesma atividade para um peptideo sintetizado a partir da
regido C-terminal dessas toxinas. Esse € um peptideo catidnico e hidrofobico que
compreendem os aminoacidos 115 a 129 dessas toxinas (Passero, Tomokane et al.,
2007).
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Mostrando um resultado diferente de inibi¢do, outro estudo, demostrou que
formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis apresentaram aumento de
crescimento quando tratadas com uma PLA, isolada do veneno de C. durrissus
collilineautus. Experimentos in vivo com formas promastigoda de L. amazonensis
tratada com PLA; do veneno crotdlico aumentaram o tamanho da lesdo em
camundongos BALB/c, onde analises histopatologicas demostraram numerosas regides
necroticas. Observou-se, também, um aumento de PGE2, um mediador inflamatdrio
realacionado a progressdo da leishmaniose, uma vez que diminui o nivel de
Interleucina-2 (IL-2) e aumenta o nivel de IL-10, citocinas responsaveis pela cura e
progressdo da doenca, respectivamente (Passero, Laurenti et al., 2008).

Como descrito em toda esta introducéo, fica claro perceber que a importancia da
compreensdo dos venenos das serpentes, ndo € simplesmente pelo seu &mbito natural,
ou seja, ndo sé para entender qual a funcéo de cada proteina para o organismo animal. A
importancia ultrapassa estes tdpicos, e estrapola no que diz respeito ao aproveitamento
desse conhecimento para melhoria da vida e da salde humana. O conhecimento dessas
proteinas que fazem parte da composic¢do dos venenos podem auxiliar em um melhor e
mais efetivo tratamento soroldgico, assim como, serem potenciais drogas utilizadas para

varias doencas, como as doencas parasitarias.

Desta forma, o presente trabalho teve como finalidade o desenvolvimento e
melhoria na produgdo de soros antiofidicos, assim como o desenvolvimento de formas
alternativas para um possivel tratamento de doencas parasitarias com base na utilizacéo
de venenos de serpentes do género Micrurus. Em uma primeira plataforma de estudos
foram realizadas analises proteémicas visando tracar o perfil proteico dos venenos das
espécies M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus, assim como fazer a identificacéo
de espécies proteicas nestes venenos.

Em um segundo momento foram realizadas analises anti-venémicas, tragando
reagOes cruzadas entre os venenos de M. frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus e M.
spixii, frente a diferentes antivenenos (anti-M. corallinus, anti- M. frontalis, anti- M.
ibiboboca e anti-Elapidico) elucidando as familias de toxinas que sdo reconhecidas
pelos anti-venenos, em cada veneno. Em Ultima instancia, com a finalidade de promover

uma exploracdo maior de um dos venenos, uma investigacdo pioneira foi realizada com
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0 veneno de M. lemniscatus. Através de cromatografia bidimensional, duas novas
proteinas com atividade citotoxica, foram isoladas e parcialmente caracterizadas
bioquimicamente. Tais proteinas mostraram-se toxicas para formas amastigotas de
Leishmania amazonensis, embora tenham apresentado, também, certa toxicicidade em

macrofagos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Geral

Tracar o perfil protéico dos venenos de serpentes do género Micrurus (Micrurus
frontalis, M. leminicatus e M. ibiboboca), por meio de técnicas proteémicas, e o perfil
anti-venémico dos venenos elapidicos, por meio da avaliacdo das reagdes cruzadas entre
0s venenos de algumas espécies de Micrurus contra antivenenos elapidicos mono e
polivalentes. Ainda, por meio do cruzamento dos dados dos perfis protedmico e anti-
vendmico, identificar familias estruturais para as quais o reconhecimento dos
antivenenos esta prioritariamente direcionado, relacionando essa identificacdo as
familias previamente descritas como farmacol6gicamente ativas nesses venenos.
Eventualmente proteinas de interesse podem ser purificadas, identificadas estrutural e

funcionalmente.

2.2 Objetivos Especificos

- Andlisar a composicdo protéica dos venenos de M. frontalis, M. lemniscatus e M.
ibiboboca por meio de técnicas de cromatografia liquida uni e bi dimensional acopladas
a espectrometria de massa (ESI-Q-TOF e MALDI-TOF-TOF)

- Analisar a distribuicdo espacial das familias estruturais moleculares em fungdo do

comportamento cromatografico (carga liquida e hidrofobicidade) e massa molecular;

- Fracionar os venenos de M. frontalis, M. lemniscatus e M. ibiboboca através de
cromatografia bidimensional (2D-LC — cromatografia de troca catibnica seguida de
cromatografia de fase reversa), analisar os contetdos proteicos fracionados por
espectrometria de massa (ESI-Q-TOF e MALDI-TOF-TOF).

- Andlisar a composicdo dos venenos de M. frontalis, M. lemniscatus, M. ibiboboca e

M. spixii, por eletroforese bidimensional.

- ldentificar as familias de proteinas do veneno das espécies de Micrurus acima

mencionadas por determinacdo parcial de estrutura priméria das proteinas obtidas no
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fracionamento bidimensional e da extracdo da eletroforese bidimensional,
respectivamente, através de degradacdo de Edman e do sequenciamento de fragmentos
tripticos por espectrometria de massa (MS/MS), buscando por similaridades de

sequéncias proteinas depositadas em banco de dados.

- Anélisar a reacdo cruzada entre os venenos de M. frontalis, M. lemniscatus, M.
ibiboboca e M. spixii contra os antivenenos mono e polivalentes (anti-M. corallinus,
anti-M.frontalis, anti-M. ibiboboca e anti-Elapidico), por meio de imunoensaios

(immunoblot).
- Determinar as familias estruturais envolvidas nas respostas imunologicas;

- Purificar e caracterizar bioquimica e funcionalmente proteinas de interesse.
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3 Metodologia

3.1 Obtencéo dos venenos

Os venenos das serpentes das espécies M. frontalis e M. lemniscatus foram
gentilmente cedidos pela Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, Brasil). As
amostras de ambas consistiam de um pool de venenos coletados de machos e fémeas
adultos, originadas da regido sudeste do Brasil. A identificacdo das serpentes e a
extracdo dos venenos foram realizadas pelo Setor de Imunobiol6gicos, na Fundagéo
Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte, Minas Gerais. Ambos 0s venenos sao
regularmente usados na fabricacdo de antivenenos por essa fundacdo. O veneno da
serpente da espécie M. ibiboboca consistia em um pool de oito espécimes adultos, de
ambos 0s sexos, coletados em Jodo Pessoa, PB e gentilmente cedidos pelo Msc. Gentil
Alves Pereira Filho, do Departamento de Sitemética e Ecologia, da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). Os espécimes de M. ibiboboca cujos venenos foram
utilizados neste trabalho foram depositados na colecdo herpetologica da UFPB. O
veneno da serpente M. spixii, do Peru, foi gentilmente cedido pelo Dr. Eladio Sanchez
(FUNED) e consistia de um pool de venenos de ambos os sexos. Apds coleta, 0s

venenos foram mantidos liofilizados em temperatura de —20°C.

3.2 Obtencao dos antivenenos

Os antivenenos monovalentes, anti-M. frontalis, anti-M. ibiboboca e anti-M.
corallinus e o polivalente anti-Elapidico foram cedidos pela FUNED. O anti-Elapidico
foi produzido por meio da hiperimunizacdo de cavalos com um pool de venenos das
serpentes M. frontalis e M. ibiboboca, em propor¢es iguais (1:1), seguindo o protocolo
de imunizacdo da FUNED. O soro é constituido de fragmentos F(ab"), purificados,
gerados a partir de digetdo com pepsina. O soro foi estocado a 4°C como recomentado
pelo fabricante. Os antivenenos monovalentes (anti-M. corallinus, anti-M. frontalis e
anti-M. ibiboboca) foram gentilmente cedidos pela Dra. Wany Selena Maria, da Divisédo
de Producéo de Imunobioldgicos, FUNED. Estes antivenenos foram produzidos através

da imunizacdo de cavalos com um pool de venenos de cada espécie. Os antivenenos
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monovalentes foram estocados a -20°C. Aliquotas foram feitas para evitar alteragdo
estrutural das imunoglobulinas durante sucessivos processos de congelamento e

descongelamento.

3.3 Dosagem de proteina

O contetdo protéico das amostras foi estimado de acordo com Harris &
Bashford (1987). As amostras foram medidas espectrofotometricamente por leitura de
absorbancia em comprimentos de onda de 215nm, 235nm e 280nm. As concentracdes
de proteina foram calculadas seguindo a férmula C=(E,ss - E280)/2.51, ou comparadas
com soro albumina bovina (BSA) para a qual a absorbancia (280nm) de 15 equivale a
1,0 mg/ml.

3.4 Cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas
(LC/MS)

As amostras dos venenos (M. frontalis, M. lemniscatus e M. ibiboboca) foram
dissolvidas em 0.1% &cido trifluoroacetico (TFA), na concentracdo de 1mg/mL. O
fracionamento dos venenos foi realizado por cromatografia liquida em fase reversa,
usando uma coluna XTerra MS C18 (300mm x 150mm NanoEase™, com tamanho da
particula: 3,5mm; e tamanho do poro: 125 A). A coluna foi equilibrada com 0,1% TFA
em um fluxo de 140 mL/min. Um divisor de fluxo foi usado para entrada da amostra no
espectrometro de massas. O contetdo protéico foi eluido em gradiente linear (0 — 80%)
de 0,1% TFA em acetonitrila (ACN), durante 120 minutos. A entrada do solvente e a
formacgéo do gradiente foram realizadas pelo sistema Shimadzu LC 10AD. Os espectros
de massa foram adquiridos utilizando o ESI-Q-TOF/MS (Micromass, Manchester, UK).
A voltagem do capilar foi de 2.5-3.0 kV e a voltagem do cone de 40-60v. As amostras
(10 mL) foram injetadas manualmente no sistema LC/MS, e analisadas no modo
positivo sobre uma m/z de 400 — 3400. O aparelho foi previamente calibrado com
iodeto de sddio. Os dados foram analisados pelo software MassLynx 4.0.
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3.5 Cromatografia Liquida Bidimensional (2D-LC)

Todas as analises de cromatografia liquida bidimensionais foram realizadas
usando o sistema AKTA Explorer 10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia),
controlado pelo software UNICORN 4.11 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). A
eluicdo foi monitorada pelas medidas de absorbancia a 214 e 280 nm. As fracBes foram
coletadas por coletor de fracGes automatizado Frac 920 (Amersham Biosciences,
Upsala, Suécia) em placas de 96 pogos (deep well). A cromatografia foi realizada como
descrita previamente por (Rates, Bemquerer et al., 2007), com modificacGes. Os
venenos brutos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus foram fracionados por
cromatografia de troca catiénica (CIEX) (primeira dimensdo) sendo as fracGes obtidas

refracionadas por cromatografia de fase reversa (RPC) (segunda dimensé&o).

Na primeira dimensdo, as amostras de venenos (2 mg) foram injetadas na coluna
TSK-Gel CM-SW, 15cm x 4,6mm, (Tosoh Biosep, Montgomeryville, EUA) equilibrada
com acetato de sodio 20 mM em pH 5,0 (solucdo A). A eluicdo das fragdes foi realizada
com um gradiente linear de 0 a 1M de NaCl em acetato de soédio 20 mM (solucédo B),
em 100 minutos. Com um fluxo de 0,75 mL/min em temperatura ambiente, sendo

coletados 0,4 mL por tubo. A absorbancia foi monitorada a 214 e 280 nm.

Na segunda dimensdo, as fracdes eluidas no fracionamento por CIEX foram
aplicadas na coluna de fase reversa Source 15 4.6/100 (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia), equilibrada com solucdo de TFA 0,1% (v/v) em agua MiliQ (solucdo A). Os
compostos foram eluidos por trés passos de gradiente de TFA 0,1% (v/v) em ACN
(solugéo B), por um fluxo de 1 mL/min. O primeiro passo foi realizado em 2,5 minutos
em um gradiente linear de 0 — 10% de solucéo B; o segundo passo em 69,7 minutos em
um gradiente linear de 10 — 80% de solucdo B e o terceiro foi realizado em 1,6 minuto
em um gradiente linear de 80 — 100% de solugédo B. A eluicdo foi monitorada na
absorbancia de 214 e 280 nm. As fragdes foram coletadas em volume de 0,5 mL e
posteriormente analisadas por espectrometria de massa do tipo ESI-Q-TOF/MS ou
MALDI-TOF/TOF.
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3.6 Analises por Espectrometria de Massa

As andlises por espectometria de massa foram realizadas através do
espectrometro do tipo Electrospray ionization quadrupole time-of-flight (ESI-Q-TOF)
no Q-TOF Micro (Micromass, Manchester, UK) operado no modo positivo. A voltagem
do capilar foi de 3000 — 4000 V as vontagens do sample cone foram de 40 — 60V. O
espectrometro de massa doi calibrado com iodeto de so6dio. As amostras, diluidas em
solucéo de TFA 0,1%, foram introduzidas utilizando-se uma bomba de seringa com um
fluxo de 5 — 10 uL/min. Antes da interpretacdo dos dados, 20 scans (2,4 s duracao)
foram combinados em um Unico espectro. Os dados combinados dos espectros foram
tratados (subtracdo da linha de base, suavizagéo e centralizacdo) e as informacdes foram
manualmente deconvoluidas. Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa
MassLynx 4.0.

Como estratégia alternativa, as andlises por espectrometria também foram
realizadas por MALDI-TOF-TOF, usando o aparelho Autoflex Il ou UltraFlex IlI
(Bruker Daltonics, Billerica, USA) operado de modo positivo. O aparelho foi calibrado
com padrdes externos (Protein Calibration Standart I, Bruker Daltonics, Alemanha). As
amostras foram dissolvidas em TFA 0,1 % (v/v) e misturado com solu¢do matriz de
acido a-ciano-hidroxicinamico (1:3, v/v, solu¢do saturada em TFA 0,1%), sendo
posteriormente 0,5 uL colocados sobre a placa de MALDI (AnchorChip-600; Bruker
Daltonics, Billerica, USA) e secas a temperatura ambiente. As massas médias foram
obtidas através do modo linear positivo e as massas monoisotopicas em refletido

positivo.

3.7 Determinacéo da sequiéncia N-terminal de proteinas isoladas

A determinacéo da sequiéncia de aminoacidos de proteinas isoladas nas etapas de
cromatografia liquida foi realizada pelo Dr. Michael Richardson, no Laboratorio de
Quimica de Proteinas, na Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED). Amostras de proteinas
purificadas (70 pg) foram desnaturadas em solucdo de guanidina 6 M, Tris-HCI 0,6 M,

pH 8,6. Posteriormente as proteinas tiveram suas ligac6es dissulfeto reduzidas com 30
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uL de 2-mercaptoetanol e os residuos de cisteina foram alquilados com 30 pL
vinylpiridina. O sequénciamento foi realizado segundo a metodologia desenvolvida por
Edman, automatizada (Edman, 1950) . As amostras liofilizadas (50-200 pmol), apds
cromatografia de fase reversa, foram ressuspendidas em 50 uL de TFA 0,1% (v/v) e
aplicadas no sequenciador automatico PPSQ-21A Protein Sequencer (Shimadzu, Tokyo,
Japan), acoplado ao fracionamento em fase reversa de aminoacidos PHT, em uma
coluna WAKOSIL-PTH (4.6 x 250 mm) column (Wako, Osaka, 199 Japan).

3.8 Pesquisa de Similaridade

A pesquisa por similaridade de sequéncias de aminoacidos foi realizada usando
0os programas FASTA3 e BLASTP 2.2.23+, nos bancos de dados Swiss-Prot e
GeneBank, com filtro taxondmico para serpentes. Apds a busca, as proteinas similares
foram selecionadas de acordo com a proximidade taxonémica com o género Micrurus
e/ou com a localizacdo relevante (proteinas de origem de venenos em prol a proteinas

sanguineas, secretadas ou de membranas).

3.9 Eletroforese bidimensional (Gel-2D)

Os venenos brutos de quatro espécies de Micrurus (M. frontalis, M. lemniscatus,
M. ibiboboca e M. spixii) foram separados por eletroforese bidimensional. O veneno de
M. spixii (espécimes peruanos) foi utilizado como amostra externa, para a qual poderia
se esperar uma baixa reacdo cruzada com antivenenos brasileiros. A separacdo na
primeira dimensdo foi realizada em DryStrips de 7cm, pH 3-11 ndo linear (GE
Healthcare, Upsala, Suécia). As amostras (50 ug) foram rehidratadas durante 12 horas
em uma  solucdo de uréia  8M, tiuréia  2M, acido  3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonico (CHAPS) 4% (v/v), azul de
bromofenol 0,5%, com 10mg/mL de 1,4-dithio-DL-threitol (DTT) e 1% (v/v) de
anfélitos (Tampdo de gradiente de pH imobilizado —IPG, pH 3-11 ndo linear — GE
Healthcare, Uppsala, Suécia). A corrida foi realizada no sistema Ettan IPGhor (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia). A isofocalizacdo na primeira dimenséo foi realizada de
acordo com o seguinte protocolo: 300V a 5000V em seis horas, com uma voltagem final

de 500 V por 30 minutos. Depois de deselvolvida a primeira dimensao, as Strips foram
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estocadas a -80°C ou incubadas a temperatura ambiente no tampédo de equilibrio (2-
Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol (Tris) pH 8,8 50mM, uréia 6M, glicerol 30%
(v/v), dodecil sulfato de sodio (SDS) 2% (v/v), 0,001% (v/v) de solucdo de azul de
bromofenol a 0,5%) com 10mg/mL de DTT e 25mg/mL de iodoacetamida. A
eletroforese na segunda dimensdo foi realizada em sistema vertical com gel de
separagdo a 12,5% (v/v) a 25°C sendo submetido uma voltagem de 120V. Apds a
corrida os géis foram incubados a temperatura ambiente por 1h e 30min na solugédo de
fixacdo A (acido ortofosfdrico 2% (v/v) e etanol 30% (v/v)), na solugdo de fixacdo B
(&cido ortofosforico 2% (v/v)) por 30 min. e na solucdo de fixacdo C (&cido
ortofosforico 2% (v/v), etanol 18%(v/v), e sulfato de amonio 12% (v/v)). As proteinas
foram visualizadas utilizando Comassie Blue G-250 2% (v/v) ou foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, para a realizacdo do Western blotting. Os spots dos
géis, corados por Comassie Blue G-250, foram cortados e extraidos para posterior
digestdo com tripsina.

3.10 Digestéo triptica (in gel)

Os spots de interesse foram extraidos do gel-2D e descorados com ACN 50% e
bicarbonato de aménio 25mM, pH 8,0. Apbs lavagens sucessivas até o total
desbotamento do gel, os spots foram desidratados com ACN 100% e secos a vacuo em
Speed-Vac. Posteriormente, foi realizada a digestdio com tripsina modificada
(Sequencing grade Trypsin, Promega, Madison, USA), seguindo as instrucGes do
fabricante. A mistura permaneceu reagindo por 20 horas a 37°C. Os peptideos tripticos
foram extraidos com uma solucéo de acido férmico a 5% (v/v) e ACN 50% (v/v), sendo
posteriormente secos no concentrador a vacuo para reducdo do volume. Os digestos,
foram espotados na placa de MALDI-TOF (AnchorChip 600 - Bruker Daltonics,
Billerica, USA) apds serem desalinizados por ZipTip C18 (Millipore, Billerica, USA).
Utilizou-se acido a-ciano-4-hidroxicinndmico como matriz (1:3, v/v). Os espectros
MALDI-TOF MS/MS foram obtidos utilizando o método LIFT nos aparelhos Autoflex
I11 ou Ultraflex 111 (Bruker Daltonics, Billerica, USA), operados no modo positivo e

refletido, para obtencdo de massas monoisotdpicas. O sequenciamento de novo foi
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realizado manualmente usando os programas Biotools (Bruker Daltonics, Billerica,

USA) e Pepseq (Micromass, Manchester, Reino Unido).
3.11 Imunoensaio — reacao cruzada

Nas analises de Western blot, as proteinas dos géis-2D com o0s venenos de M.
frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus e M. spixii foram realizados como descrito
abaixo. As proteinas foram eletro-transferidas para membranas de nitrocelulose
(Millipore), utilizando o sistema de transferéncia (Mini-Protean®Il Cell/Bio-Rad),
durante 12h, a uma voltagem de 24V e mais uma 1h a uma voltagem de 48V, ou durante
2h a uma voltagem de 100V. A transferéncia das proteinas para a membrana foi
confirmada através da coloragdo da membrana com solugdo de Ponceau S.
Posteriormente, as membranas foram imersas em uma solucdo de bloqueio
(Monolaurato de Sorbitan Etoxilado 20 (Tween) 0,3% (v/v) e leite em p6 0,5% (p/v) em
tampédo fosfato salino (PBS), ph 7,4). Ap6s incubacdo a 25°C por 1h a membrana foi
lavada com solugdo de lavagem (Tween 0,05% (v/v) em PBS). As membranas
blogueadas foram incubadas com antivenenos (anti-M. corallinus, anti-M. frontalis,
anti-M. ibiboboca e anti-Elapidico) em uma dilui¢do de 1:1000 em Tween 0,3% (v/v) e
leite em p6 0,5% (p/v), pH 7,4, durante 2 horas a 25°C. Apds as lavagens (Tween 0,3%
(v/v) em PBS), a membrana foi incubada com anti-lgG de cavalo conjugado a
peroxidase (Sigma, USA) na diluicdo e 1:500. Ap6s novas etapas de lavagem (Tween
0,3% (v/v) em PBS) foi realizada a adicdo de solucdo de substrato (10mg de 3,3'-
Diaminobenzidina (DAB) mais 5mg de cloronafitol em 28 mL de PBS contendo 8 pL
de H,0O, a 30% (v/v) e 0,55 mL de metanol. A reagéo de coloracéao foi paralizada com a
adicdo de adgua destilada a membrana.

3.12 Fracionamento do veneno de M. lemniscatus

O wveneno bruto de M. Ilemniscatus foi fracionado por trés etapas
cromatograficas, para obtencdo de duas proteinas puras. As duas primeiras etapas de
purificacdo foram atraves de cromatografia de troca catiénica TSK-Gel CM-SW, 15 cm
x 4,6mm, (Tosoh Biosep, Montgomeryville, EUA) e cromatografia de fase reversa

Source 15 4.6/100 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia), realizadas nas condicdes ja
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descritas acima (item 3.5). O fracionamento foi realizado com um total de 70 mg de
veneno bruto de M. lemniscatus, occorrendo varios passos de fracionamentos, sendo
que, em cada passo, foram aplicados 2 mg de veneno. As fracdes foram analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF, como descrito anteriormente. As
fracbes que apresentaram contetidos proteicos na faixa de massa molecular entra 6 a 8
kDa e com menor numero de constituintes moleculares foram selecionadas para
recromatografia. Na terceira etapa do fracionamento foi, também, realizada
cromatografia de fase reversa. A fracdo da RPC (Ml 4.2), em coluna Source 15 4.6/100,
foi aplicada na coluna de fase reversa C2/C18 ST 4.6/100 (GE Healthcare), equilibrada
com a solucdo de TFA 0,1%. Os compostos foram eluidos através de trés passos de
gradiente de TFA 0,1% (v/v) em ACN (solucdo B), em um fluxo de 1 mL/min. O
primeiro passo foi realizado em 7 minutos em um gradiente linear de 0 — 10% de
solucdo B, o segundo passo em 83 minutos em um gradiente linear de 10 — 80% de
solucéo B e o terceiro foi realizado em 3 minutos em um gradiente linear de 80 — 100%
de solucdo B. Foram coletados 0,5 mL por tubo, a um fluxo de 1 ml/min. A eluicéo foi

monitorada por leitura da absorbancia (A = 214nm).

3.13 Analises estruturais das proteinas purificadas do veneno de M.

lemniscatus

As porteinas purificadas dos venenos de M. leminiscatus tiveram sua massa
molecular determinada por MALDI-TOF-TOF, usando o aparelho Autoflex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, USA) operado de modo positivo linear, como descrito no item 3.6.
A determinacdo da estrutura primaria parcial foi realizada por Edman (1950), como
descrito no item 3.7. Ap6s a determinacdo da sequéncia N-terminal, foi realizada a
identificacdo das proteinas por similaridade. A busca de similaridade foi realizada pelo
programa BLASTP 2.2.23+, usando o Swiss-Prot e 0 GeneBank como banco de dados,
com filtro taxondmico para serpentes. O alinhamento de aminoacidos das proteinas
identificadas com proteinas selecionadas no banco de dados foi realizado através do
programa ClustralX 2.0.11, no modo de alinhamento multiplo (Thompson, Gibson et
al., 1997).
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3.14 Atividade anti-Leishmania

Os ensaios de antividade anti-Leishmania e de citotoxicidade em macréfago
foram realizados no Laboratério de Imunoquimica de Parasitas, no Departamento de
Bioquimica e Imunologia da UFMG, com a colabora¢do do Msc. Diogo Valadares e do

Dr. Eduardo Ferraz Coelho.

3.14.1 Cultivo dos parasitas

Os parasitas foram cultivados em meio de cultura de Schneider completo, o qual
foi constituido pelo meio Schneider (Sigma, Chemical Co, ST Louis, USA) acrescido
com 20% (v/v) de soro fetal bovino (Sigma, USA) inativado, 20 mM de L-glutamina,
50 pg/mL de gentamicina, 200 uw/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, em
pH 7,4. Os parasitas permaneceram em cultivo a 24,5°C, sendo os repiques das culturas
efetuados de trés em trés dias para L. (L.) amazonensis periodo no qual os parasitas
encontravam-se em fase logaritmica de crescimento. Estoques de parasitas foram
congelados em glicerol estéril, na concentracao de 15% (v/v), diluidos em 1mL de meio

Schneider completo e armazenados em nitrogénio liquido (-196°C).

3.14.2 Ensaio de citotoxicidade em L.(L). amazonensis

A viabilidade dos parasitas foi ensaiada colorimetricamente pela oxidacdo de
MTT (brometo de 3-[4,5- dimethilthiazol-2-y1]-2,5diphenil-tetrazolio) pelas
mitocdndrias das células. Em placa de cultura celular de 96 pocos Costar® foram
incubadas formas promastigotas de L.(L). amazonensis (4x10° células / poco), com as
proteinas purificadas (25 pg/mL e 50ug/mL) ou anfotericina B (35 pg/mL e 50ug/mL)
em meio RPMI-PR" 1640, suplementado com 20% de soro fetal bovino, com penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (50 ug/mL), pH 7,4, em um volume final de 100 pL/pogo,
por uma hora a 25°C. O Controle negativo foi realizado apenas com meio RPMI.
Posteriormente, O MTT (5mg/mL) foi dissolvido em meio de cultura RPMI'PR™ 1640,
incompleto e esterilizado em filtros (0,22 um). Ap6s a incubacdo do experimento foi

adicionado o MTT (50 uL/poco) e a placa foi incubada por 4 horas a 25°C. Depois 60
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uL/poco de SDS-HCI (SDS 10% (v/v) em 0,01M de HCI) foi adicionado seguindo mais
18 horas de incubacdo a 25°C. A viabilidade celular foi medida através da densidade
Optica (OD) medida a 570 nm. A porcentagem de parasitas mortos foi calculada

segundo a equacdo abaixo (Tempone e Andrade, 2001).

% de Morte = (DO controle — DO amostra)

DO controle

3.15 Ensaio de citotoxicidade em macrofago

Camundongos BALB/c (6 a 8 semanas de vida) receberam injegéo
intraperitoneal de tioglicolato de sodio (3%), ap06s 4 dias, os animais foram sacrificados
e 0s macrofagos peritoneais foram retirados pora lavagem peritoneal. Foram injetados
10 mL de PBS gelado na cavidade peritoneal, e os macréfagos foram coletados com
uma agulha de 21 G. As células foram coletadas e lavadas trés vezes, por centrifuacéo a
1200 rpm, por 20 min. As células precipitadas foram resuspendidas em meio RPMI-
1640 completo e posteriomente contadas em camara de Newbauer diluidas 1:50 em
Azul de Tripan. As células foram espalhadas em placas de 96 pocos, em uma
concentracdo de 4x 10° cel/mL, em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino e 20mM de L-glutamina, 50 pg/mL de gentamicina, 200 u/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, em pH 7,4. Apos a incubagdo a 37°C por 2
horas em meio humidificado com 5% de CO,, as placas foram lavadas duas vezes com
meio RPMI-1640 para remocdo as células que ndo sofreram adesdo. As células aderidas
foram referidas como sendo os macréfagos. Posteriormente, o meio foi retirado e as
células foram incubadas por 1 hora com as proteinas purificadas (50 pg/mL) e
anfotericina B (50 ug/mL), em meio RPMI'PR™ 1640 completo. Apos isso, foi preparada
solugédo de MTT (2 mg/mL) em meio RPMI'PR™ 1640 incompleto e esterilizada por
filtragdo (0,22 um). Entdo, 50 uL/pogo da solugdo de MTT foram adicionados e a placa
foi incubada por 4 horas a 37 °C com 5% CO,. Finalmente, 60 pL/pogo de SDS 10% em
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HCL 0,01 M (SDS — HCI) foram adicionados, seguido de 18 horas de incubagdo. A
viabilidade celular foi medida através da densidade optica (OD) medida a 570 nm. A
porcentagem de parasitas mortos foi calculada segundo a equacdo citada acima
(Tempone e Andrade, 2001).
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4 Resultados
4.1 Analises Protedmicas dos venenos de Micrurus

As analises protedbmicas foram realizadas com a finalidade de promover um
conhecimento mais apurado em torno dos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca, M.
lemniscatus e, em um segundo momento, do veneno da espécie M. spixii, este
especialmente visando enriquecer os dados de reagdo cruzada entre 0S venenos e
antivenenos elapidicos. Para uma caracterizacdo fisico-quimica das proteinas dos
venenos e identificacdo de familias protéicas, técnicas protedmicas como cromatografia
uni e bidimensional, espectrometria de massa, eletroforese bidimensional, e
determinacdo da estrutura priméria parcial, assim como pesquisas de similaridades,

foram utilizadas.

4.1.1 Anélise comparativa primaria dos venenos por LC/MS

Com o intuito de obter um conhecimento incial acerca da composicdo protéica
dos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus, e verificar o perfil de
hidrofobicidade de suas proteinas, os mesmos foram submeditos a analise por LC/MS.
Desta forma, os venenos foram fracionados em micro coluna de fase reversa e as massas

moleculares foram analisadas on line no ESI-Q-TOF-MS.

Como pode ser observado na figura 10, os trés venenos apresentaram, perfil de
eluicdo bastante semelhante, sendo as amostras eluidas entre 10 e 70% de ACN.
Significantes similaridades e diferencas na composicdo individual dos venenos foram
evidentes no numero total de fracfes, massas moleculares e tempos de retencdo das
proteinas. As moléculas mais representativas dos venenos sdo as que possuem massa
molecular entre 6 e 8 kDa e as de massa de 12 a 14 kDa, aproximadamente. De maneira
geral, os venenos parecem demonstrar uma baixa diversidade em relagdo as familias
estruturais embora, por outro lado, nos mostra um maior nimero de isoformas protéicas,
uma vez que um alto numero de proteinas com massas moleculares aproximadas eluidas

em concentragdes diferentes de ACN é observado.

O tempo de retencdo, e conseqlientemente a caracteristica hidrofobica das

moléculas de 6-8 kDa, mostraram diferentes entre os venenos analisados. Uma
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tendéncia de grande parte destas moléculas em se agruparem em um espaco
dimensionado entre os eixos x e y é observada no veneno de M. frontalis, o que indica
que as isoformas analisadas apresentam pouca variacdo na sua composicdo de
aminoacidos (Fig. 10A). Apesar de este veneno apresentar algumas poucas proteinas
nessa faixa especifica de massas moleculares, sendo eluidas com uma concentragéo
maior de ACN, entre 50% e 60%. Em contrapartida, nos venenos de M. ibiboboca e M.
lemniscatus esta tendéncia de agrupamento das proteinas de 6-8 kDa nédo é observada,
sendo as isoformas eluidas em concentracGes diferentes de ACN, o que pode ser

observado a partir da dispersdo horizontal no eixo x (Fig. 10B e C).

Ja as isoformas das proteinas com massas moleculares entre 12 e 14 kDa,
tendem a se agrupar no veneno de M. lemniscatus, sendo eluidas com aproximadamente
30% de ACN (Fig. 10C). Tal fato demonstra que este veneno apresenta uma menor
variabilidade na composicéo dessas proteinas no que refere as estruturas primarias. Nos
outros dois venenos analisados, este fendbmeno néo é observado, ou seja, as isoformas
sdo eluidas em concentragdes diferentes de ACN, mostrando que as mesmas apresentam
uma maior variabilidade estrutural. Ainda por essa estratégia de separacdo e
identificacdo das proteinas, foi possivel verificar a presenca de proteinas com massa
molecular superior a 18 kDa nos venenos de M. frontalis e M. leminiscatus, fato este
que ndo foi observado no veneno de M. ibiboboca.

A figura 10D representa a sobreposicdo do perfil de eluicdo dos trés venenos
analisados. Diferencas nas composi¢des dos venenos se tornam, assim, mais evidentes.
Uma Unica proteina de massa molecular de 23,0 kDa foi encontrada apenas no veneno
de M. lemniscatus, sendo que 0 mesmo apresentou maior numero de peptideos com
massas moleculares em torno de 1,0 kDa. Em contrapartida, proteinas com massas
moleculares em torno de 10,0 kDa sé foram encontradas nos venenos de M. frontalis e

M. ibiboboca, estando ausentes no veneno de M. lemniscatus.
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Figura 10: Distribuicdo das proteinas dos venenos de Micrurus em funcdo da
massa molecular e porcentagem de ACN. (A) M. frontalis, (B) M. ibiboboca, (C) M.
lemniscatus (D) Sobreposicdo dos dados obtidos para os trés venenos.
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4.1.2 Fracionamento dos venenos de Micrurus através de
cromatografia bidimensional (2D-LC)

Visando obter uma melhor separacdo das proteinas para conseguir uma melhor
anélise das mesmas, 0s venenos brutos das espécies M. frontalis, M. ibiboboca e M.
lemniscatus foram fracionados utilizando a cromatografia bidimensional como
estratégia metodoldgica. Por meio desta técnica, os venenos foram, primeiramente,
fracionados por CIEX, sendo aplicados na coluna TSK-Gel CM-SW, 15cm x 4,6mm,
(Tosoh Biosep, Montgomeryville, EUA). Em um segundo momento, cada fragéo obtida
foi recromatografada por RPC em coluna Source 15 4.6/100 (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suécia). Um melhor grau de separacdo das proteinas é entdo conseguido, pois
estas sdo separadas levando em consideracdo a sua carga liquida em pH especifico e o

seu carater hidrofobico.

A figura 11 mostra os perfis cromatograficos do fracionamento dos venenos de M.
frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus, na primeira dimensdo cromatogréafica. Todos
0S venenos apresentaram uma grande quantidade de proteinas capazes de interagir com
a coluna TSK-Gel CM-SW, o que mostra que tais venenos sao constituidos de proteinas
béasicas, dado o pH utilizado. Como pode ser observado na figura 11C apenas 0 veneno
da espécie M. lemniscatus ndo apresentou proteinas carregas negativamente (pH 5,0)
eluidas antes do inicio do gradiente, ou seja, todas as proteinas desse veneno foram

capazes de se ligar a coluna de troca catinica.

Os venenos de M. frontalis e de M. ibiboboca apresentaram 17 fracdes cada, sendo
as proteinas eluidas entre 0,1 e 1 M de NaCl e 0,01 e 0,9 M de NaCl, respectivamente
(Fig. 11A e 11B). Em contrapartida, o veneno de M. lemniscatus apresentou um ndmero
maior de fracdes cromatogréaficas, que foram eluidas entre 0,2 e 1 M de NaCl (Fig.
11C). Dentre os trés venenos, apenas o veneno de M. ibiboboca ndo apresentou
proteinas sendo eluidas com 1 M de NaCl, embora tenha sido o0 veneno que apresentou
proteinas sendo eluidas com uma menor concentracdo relativa de sal (Fig. 11B). O
fracionamento do veneno de M. lemniscatus foi 0 que apresentou melhor resolucdo dos

picos, demonstrando uma melhor separagéo das proteinas (Fig. 11C).
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A figura 12 representa o perfil cromatografico do fracionamento das fragdes da
CIEX na segunda dimensdo cromatografica. Cada uma das fracdes da CIEX foram,
posteriormente, aplicadas a coluna Source 15 4.6/100. As proteinas foram eluidas da

coluna com gradiente linear de 10 a 80% de ACN.

Os trés venenos apresentaram perfis cromatograficos diferentes apesar de terem
algumas similaridades. As proteinas do veneno de M. frontalis foram eluidas entre 10 e
40% de ACN (Fig. 12A), similar ao que aconteceu com o veneno de M. ibiboboca (Fig.
12B), com proteinas eluidas entre 10 e 50% de ACN. Ambos 0s venenos sao
constituidos por poucas moléculas hidrofilicas, sendo a maior parte representada por
carater moderadamente hidrofobico. J4& o veneno de M. lemniscatus (Fig. 12C)
apresentou proteinas com diferentes caracteres de hidrofobicidade, sendo eluidas entre
12 e 80% de ACN. Dentre os trés venenos, este Gltimo foi o que apresentou as proteinas
mais hidrofdbicas, com proteinas sendo eluidas com mais de 50% de ACN, fenbmeno
que ndo aconteceu com o0s venenos de M. frontalis e M. ibiboboca. O perfil
cromatografico de M. lemniscatus, também foi o que mostrou uma melhor resolucéo
dos picos (Fig. 12C).
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Figura 11: Cromatografia Bidimensional: Primeira dimensdo - Troca catidnica
(CIEX). Os venenos brutos (2 mg) de M. frontalis (A), M. ibiboboca (B) e M.
lemniscatus (C) foram aplicados na coluna de troca cationica TSK-Gel CM-SW (15 cm
X 4,6 mm) equilibrada com acetato de sddio 20 mM, pH 5,0. As amostras foram eluidas
por um gradiente linear de NaCl (0 a 1 M), a um fluxo de 0,75 mL/min. Foram
coletados 0,4 mL por tubo. A eluicdo foi monitorada por leitura da absorbéancia A =
214nm.
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Figura 12: Cromatografia Bidimensional: Segunda dimenséo - Fase reversa (RPC)
das fracdes da CIEX. As fracdes da troca catidnica foram aplicadas na coluna de fase
reversa Source 15 4.6/100, equilibrada com a solucdo de TFA 0,1%. As fragcdes foram
eluidas por gradiente linear de 10 a 80% ACN com 0,1% TFA. Foram coletados 0,5 mL
por tubo, a um fluxo de 1 ml/min. A eluicdo foi monitorada por leitura da absorbancia A
=214nm. (A) M. frontalis, (B) M. ibiboboca e (C) M. lemniscatus.
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4.1.3 Andlise das massas moleculares dos venenos das serpentes

As analises de massas moleculares das fracdes eluidas da RPC foram realizadas por
meio de espectrometria massa. As fracdes do veneno de M. frontalis foram analisadas
utilizando o MALDI-TOF-TOF, enquanto as andlises das fracfes dos venenos de M.
ibiboboca e M. lemniscatus foram realizadas por meio do ESI-Q-TOF. Através da
determinacdo das massas moleculares das proteinas encontradas nestes venenos, ja se
pode ter uma visualizacdo prévia dos tipos de proteinas encontradas nos mesmos, além
de possibilitar a realizacdo de uma comparacdo bioquimica mais apurada entre 0s

venenos das trés espécies.

Como pode ser observado nas tabelas numeradas de 1 a 3, um total de 518 espécies
moleculares foram identificadas. Dentre as massas moleculares identificadas, 217 foram
observadas no veneno de M. frontalis, 181 no veneno de M. ibiboboca e 120 no veneno
de M. lemniscatus. Similaridades e diferencgas significativas na composi¢gdo molecular
individual dos venenos foram observadas. As massas moleculares do veneno de M.
frontalis estdo entre 5.874,6 a 27.118,4 Da (Tab. 1), enquanto as massas encontradas no
veneno de M. ibiboboca e de M. lemniscatus estdo entre 631,2 a 26.907,3 Da (Tab. 2), e
416,0 a 28.169,6 Da (Tab. 3), respectivamente. Nenhuma espécie molecular com massa
até 5 kDa, e entre 16 e 18 kDa foi detectada no veneno de M. frontalis através da
utilizacdo do MALDI-TOF-MS (Tab. 1). Ja o veneno de M. ibiboboca ndo possui
constituintes de massas moleculares entre 24 e 26 kDa (Tab. 2). Proteinas com massas
entre 14 e 16 kDa ndo podem ser visualizadas no veneno de M. lemniscatus (Tab. 3).
Deve ser ressaltado, entretanto, que essas diferencas podem ter sido acentuadas em
funcdo das diferentes técnicas de ionizacdo utilizadas (ESI-Q-TOF vs MALDI-TOF-
TOF) que podem favorecer o aparecimento de massas moleculares em diferentes faixas
de m/z. Assim sendo, o uso do electrospray (ESI-Q-TOF) favorece a visualizagdo de
menores valores de m/z, enquanto que no MALDI-TOF-TOF) esses valores tendem a
ser suprimidos pelos abundantes sinais de matriz que ocorrem na mesma faixa
molecular. Ainda, massas moleculares maiores, com maior valor de m/z, tendem a ser

mais facilmente observados por ionizacdo do tipo MALDI-TOF-TOF.
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Através da utilizagdo da técnica de 2D-LC, ou seja, combinando a cromatografia de
troca catidnica com a de fase reversa, foi possivel obter 46 proteinas com alto teor de
pureza, sendo 7 de M. frontalis, 13 de M. ibiboboca e 26 de M. lemniscatus (Tab. 1 a 3)
0 que mostra que essa estatégia pode ser adotada para purificacdo de proteinas

especificas do veneno, objetivando a busca de atividades.

A figura 13 mostra as faixas de massas moleculares encontradas em cada veneno,
correlacionando com a frequéncia em que sdo detectadas. Os trés venenos s&o
compostos na sua maior parte de espécies moleculares com massa em torno de 6 a 8
kDa, o que perfaz 65% da composi¢do do veneno de M. frontalis, 44% do veneno de M.
ibiboboca, e 59% do veneno de M. lemniscatus, aproximadamente. Proteinas com
massas moleculares entre 12 e 14 kDa, sdo os segundos mais representativos. Estes
compostos correspondem a 19,5% do total de massas encontradas no veneno de M.
frontalis e M. ibiboboca e 9 % do veneno de M. lemniscatus. Tal fato estd de acordo
com os resultados preliminares obtidos por LC/MS. Como pode ser observado nas
tabelas citadas acima e na figura 13, existe ainda outro grupo reprensentativo no que diz
respeito as massas moleculares encontradas nos venenos. Sd8o proteinas com massas
moleculares acima de 20 kDa que correspondem a aproximadamente 10 %, 7 % e 9 %
do total de moléculas detectadas em M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus,
respectivamente. Nenhum dos venenos analisados apresentou proteinas com massas
moleculares entre 18 e 20 kDa (Fig. 13)T. Uma maior representatividade de proteinas
com massas moleculares entre 4 e 6 kDa pode ser encontrado no veneno de M.
ibiboboca (8,33%), em comparacdo com 0s outros dois venenos, 0 mesmo acontece
com as proteinas com massa entre 8 e 10 kDa (4,44%).

Proteinas de alta massa molecular foram visualizadas nas fracdes de M. fronatlis,
através das analises realizadas no MALDI-TOF-TOF. A maior massa visualizada foi de
51.928,43 Da (Fig.14).

74



Tabela 1: Lista de massas moleculares das fragfes da RPC do veneno de

M. frotalis.

Massas Moleculares (Da)

5874,6
5912,3
6040,2
6058,9
6149,5
6157,3
6240,6
6242,4
6282,5
6309,0
6323,7
6326,1
6342,8
6398,3
6400,4
6406,8
6408,1
6437,7
6441,9
6457,2
6490,5
6492,4
6494,4
6501,6
6502,9
6508,4
6524,1
6540,4

6551,2
6551,9
6553,1
6554,3
6563,6
6567,7
6603,1
6611,3
6618,4
6623,4
6625,7
6631,3
6640,2
6642,3
6643,0
6645,6
6646,9
6648,0
6651,8
6653,3
6655,0
6666,3
6670,5
6674,8
6676,5
6678,2
6688,7
6691,1

6695,0
6696,5
6701,0
6712,6
6715,1
6723,4
6724,9
6726,6
6731,6
6733,0
6734,7
6737,8
6740,0
6743,1
6749,9
6751,5
6757,7
6759,7
6761,3
6770,3
6783,2
6785,9
6787,5
6793,2
6795,5
6796,2
6827,8
6838,2

6840,5
6854,9
6870,1
6878,4
6880,5
6886,8
6923,7
6926,7
6932,6
6947,4
6948,1
6955,2
6965,0
6968,1
6975,9
6990,2
7010,1
7018,1
7019,6
7035,4
7037,1
7041,9
7049,1
7082,1
7134,5
7151,5
7153,3
7154,0

7166,6
7170,0
7171,1
7190,0
7206,8
7233,6
7252,4
7260,1
7281,3
7295,3
7297,3
7320,2
7407,3
7409,5
7410,3
7412,0
7416,1
7426,0
7431,7
7449,2
7452,4
7472,8
7481,3
7507,1
7521,1
7536,5
7583,3
7593,6

7609,1
7728,6
8204,9
8885,1
8920,8
8967,8
8977,1
9009,9
11145,6
11179,4
11185,6
12294,6
12304,1
12976,9
12994,7
12998,8
13000,0
13010,8
13100,1
13104,8
13105,2
13107,4
13118,8
13125,1
13250,5
13274,6
13278,7
13280

13292,7
13301,8
13306,1
13334,0
13336,2
13342,1
13349,0
13351,3
13354,4
13370,2
13380,3
13443,0
13462,0
13495,8
13510,6
13513,1
13517,7
13530,3
13562,9
13564,3
13583,9
13733,7
13886,2
13893,2
13970,5
14062,0
14267,9
22292,3

22358,4
25594,2
25877,7
26055,7
26179,0
26181,0
26204,1
26256,1
26528,2
26553,6
26644,2
26678,2
26736,7
26888,9
26993,1
26997,9
27002,0
27022,3
27035,7
27085,3
27118,4

Nota: Os nimeros em negrito representam as proteinas que, ap6s o fracionamento, sdo
observadas com alto grau de pureza. As anaises de massas foram realizadas por MALDI-TOF-
TOF em modo linear (massas médias) positivo.
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Tabela 2: Lista de massas moleculares das fracbes do RPC do veneno de M.

ibiboboca.

Massas Moleculares (Da)

631,2
1107,4
1163,2
1277,4
1357,7
1365,6
1409,4
1589,5
1676,3
3161,6
4367,3
4509,7
4830,6
5067,6
5278,3
5282,1
53151
5372,4
5454,2
SOIlGAS
5566,0
5717,4
5792,6

5950,6
5989,1
6052,9
6134,2
6149,7
6151,3
6162,4
6185,4
6297,9
6311,0
6312,4
6339,8
6374,2
6393,8
6404,5
6433,6
6466,2
6489,0
6492,3
6555,3
6580,2
6612,0
6650,7

6662,7
6667,4
6703,7
6717,6
6738,4
6743,5
6751,7
6766,8
6810,1
6818,5
6830,1
6769,6
6788,0
6790,3
6797,9
6860,6
6861,5
6872,0
6878,7
6894,0
6936,1
6945,6
6975,4

6999,4
7019,7
7043,4
7047,6
7086,2
7128,9
7132,8
7139,4
7178,2
7180,2
7185,3
72227
7245,2
72472
7249,1
7276,2
7087,0
7110,4
7296,0
7318,7
7334,3
7335,4
7376,1

7388,6
7405,7
7433,7
7504,1
7520,6
7568,2
7589,9
7605,7
7691,3
7709,0
7797,4
7922,9
7990,6
8008,4
8145,2
8525,7
8866,2
8959,1
9460,2
9712,6
9785,5
10639,8
11157,1

11169,4
111943
11204,3
12178,6
12305,9
12348,3
124326
12480,1
12681,5
12883,2
12937,6
13015,6
13055,9
13072,3
13209,0
13212,7
13269,4
13295,1
13297,0
13314,7
13352,2
13454,4
13536,8

13609,3
13426,1
13454,4
13470,6
13479,6
13482,0
13486,2
13524,2
13535,6
13623,8
13625,3
13636,0
13638,5
13794,3
13908,4
14083,0
15679,6
15908,2
16041,4
16333,0
16683,4
16684,1
16977,2

16985,5
16992,9
17341,6
17343,4
17351,4
174311
17704,8
21230,8
21643,8
22339,2
22387,3
22389,1
22409,4
22454,6
225243
22637,9
22640,0
22750,9
22865,5
26907,3

Nota: Os nimeros em negrito representam as proteinas que apds o fracionamento encontraram-se com
alto grau de pureza. As analises de massas foram realizadas por ESI-Q-TOF
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Tabela 3: Lista de massas moleculares das fragfes do RPC do veneno de
M. lemniscatus.

Massas Moleculares (Da)

416,0 1093,8 6401,1 6862,0 7218,0 7469,6 13067,1 25354,8
436,3 1268,8 64352 69449 7219,6 7482,3 13082,6 25357,0
575,2 3058,4 64634 6946,6 7251,8 7526,1 13225,3 28169,7
612,4 3115,7 6504,1 7103,2 7266,2 7527,3 13238,7
617,4 38104 6527,0 7108,2 7283,0 7529,5 13240,5
640,4 5790,9 6619,9 7109,7 7284,1 7652,9 13384,9
728,4 61129 6621,8 71114 7288,6 7654,3 139394
7376 61143 6670,0 7113,7 7308,3 7722,7 13966,1
753,4 6150,1 66741 7126,7 73249 77569 177975
7559 6170,0 6678,0 7127,6 73749 7882,0 20135,6
760,6 61833 6679,2 71285 7377,6 80625 21337,8
809,3 62485 6730,1 7130,1 7386,3 9879,0 22529,5
8155 62495 67325 7143,0 7432,7 10244,3 22532,7
907,8 6252,1 6746,0 7162,8 7436,0 10536,9 225334
977,6 6253,3 6788,2 7163,7 7446,3 12742,8 22619,2
. 10006 63128 6797,7 71849 74558 127442 226712
. 10519 6350,6 6846,8 7208,6 7467,9 127/46,0 22691,8

Nota: Os nimeros em negrito representam as proteinas que apds o fracionamento encontraram-
se com alto grau de pureza. As anaises de massas foram realizadas por ESI-Q-TOF.
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4.1.4 Distribuicao das proteinas em relacdo a concentragdo de NaCl na
CIEX

Para proporcionar uma melhor visualizacdo dos dados apresentados acima, foi
realizada uma correlagdo entre os resultados obtidos no processo de fracionamento por
2D-LC, com os dados de massas obtidos por MS, por meio de um grafico de dispersdo
(Fig. 15 e 16), sendo possivel, dessa forma, tracar uma relacdo direta entre os caracteres

fisico-quimicos das proteinas e uma melhor visualizacdo das familias de proteinas.

A figura 15 mostra a distribuicdo das massas moleculares em relacdo as
concentracdes de NaCl nas quais as fragcdes dos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e
M. lemniscatus foram eluidas. Os componentes protéicos predominantes nos venenos de
M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus podem ser agrupados em trés grandes
grupos. O primeiro grupo, também o mais representativo, € o de massas moleculares
entre 5 e 10 kDa, que sdo eluidas em diferentes concentragdes de NaCl nos trés
venenos. O segundo grupo, com proteinas com massas moleculares entre 10 a 15 kDa e
0 terceiro grupo - e menos representativo -, € o formado pelas proteinas com massas

moleculares acima de 20 kDa.

Em todos os venenos analisados, foi possivel observar uma distribuicéo espacial,
na qual proteinas com massas moleculares similares se espalharam horizontalmente no
eixo x do grafico. Essa distribuicdo reflete as diferencas nas caracteristicas de carga e
hidrofobicidade e demonstra a presenca de varias isoformas dentro de cada familia
estrutural, nestes venenos. Com o aumento da concentracdo de NaCl foi possivel
separar, satisfatoriamente, proteinas diferentes que apresentavam massas moleculares

aproximadas.

Um exemplo de facil visualizacdo diz respeito as proteinas que possuem massas
moleculares entre 10 a 15 kDa, encontradas nos venenos das trés espécies (Fig. 15C).
Embora, os dados sobre estruturas primarias ndo estejam disponiveis, pode-se observar
que as diferencas na distribuicdo de carga na faixa de 10-15 kDa, que é atribuido a
familia de proteinas PLA,, podem refletir a presenca de PLA; &cidas e bésicas nestes
venenos. Ainda, torna-se evidente, a partir do grafico de disperséo do veneno de M.
ibiboboca (Fig. 15B) que, no geral, proteinas na faixa de massa das PLA; (10-15 kDa)
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sdo mais &cidas, sendo eluidas com uma concentracdo de 0 a 0,8 M de NaCl, do que
aquelas encontradas nos venenos de M. frontalis e M. lemniscatus, na qual eluem com
cerca de 0,4 a 1,0 M de NaCl. A mesma observacdo € véalida para outras familias de
proteinas, como as de massa entre 5-10 kDa, onde grande parte correspondem as 3FTX,
embora nota-se uma menor dispersdo no eixo x no grafico do veneno de M. ibiboboca
(Fig. 15B).

Apesar de ocorrer uma boa separacdo de isoformas, atraves da CIEX observa-se
a ocorréncia de uma co-eluicdo de proteinas de massas moleculares bem distintas. Tal
fato pode ser observado, por exemplo, no fracionamento do veneno de M. ibiboboca,
onde com 0,5 M de NaCl obteve-se a eluicdo de proteinas com massas moleculares de
6, 13, e 22 kDa, aproximadamente (Fig. 15B).
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A figura 16 representa as massas moleculares das proteinas fracionadas pelo
RPC, versus a concentracdo de ACN em que foram eluidas. De acordo com esta figura,
pode-se observar uma tendéncia ao agrupamento das isoformas, ou seja, proteinas com
massas moleculares similares tendem a ser eluidas com uma mesma concentracdo de
ACN, ou concentragdes aproximadas. Tal fato remete a uma mesma caracteristica de
hidrofobicidade das isoformas. Esta formagdo de grupos é nitida nos venenos de M.
frontalis (Fig. 16A) e no veneno de M. ibiboboca (Fig. 16 B). Um exemplo que pode ser
citado sdo as proteinas com massas aproximadas entre 6-7 kDa, sendo eluidas entre 20-

40% ACN, aproximadamente.

Em contrapartida, o veneno de M. lemniscatus ndo apresentou 0 mesmo
comportamento (Fig. 16 C). As isoformas protéicas foram eluidas em concentragdes
diferentes de ACN, o que indica que estas apresentam caracteristicas hidrofébicas
distintas. Tal fato pode sugerir que as isoformas do veneno de M. lemniscatus
apresentam uma significativa alteracdo na sua sequéncia priméaria de aminoacidos.
Como exemplo podem ser citadas as mesmas proteinas de massas aproximadas entre 6-
7 kDa, que neste caso, foram eluidas tanto com 20% de ACN como com 90% do

mesmo solvente.

De maneira geral, o padrdo de eluicdo na segunda dimensdo é idéntico nos
venenos de M. frontalis e M. ibiboboca (Fig. 16A e B). Todos os grupos de proteinas
sdo eluidos aproximadamente entre 20 e 40% de ACN. Tal fato mostra que ambos 0s
venenos sdo constituidos de proteinas com carater mais hidrofilico. Tanto as proteinas
de baixa massa molecular, em torno de 6 kDa, como as proteinas de média massa
molecular, em torno de 20 kDa, possuem na sua estrutura um significante nimero de
aminoacidos polares. Ja no veneno de M. lemniscatus, a concentracdo de ACN em que
as proteinas foram eluidas é mais ampla (Fig. 16C). Neste caso, 0S grupos protéicos
foram eluidos entre 15 e 100% de ACN, aproximadamente, apesar de este veneno
apresentar um grande numero de proteinas sendo eluidas entre 20 e 40%, como
aconteceu com os venenos de M. frontalis e M. ibiboboca. Isto sugere que o veneno de
M. lemniscatus tem na sua constituicdo proteinas hidrofilicas e hidrofobicas e mostra

um veneno com caracteristicas um pouco diferentes em relagdo aos demais.
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4.1.5 Andlise da composicdo dos venenos por eletroforese
bidimensional

A andlise protebmica foi continuada por meio da eletroforese bidimensional,
técnica pela qual quatro venenos de Micrurus (M. frontalis, M. ibiboboca, M.
lemniscatus e M. spixii) tiveram seus conteudos protéicos analisados. O veneno de M.
spixii foi adicionado nesta segunda abordagem visando o enriquecimento dos dados
referentes as avaliacbes anti-venomicas. Dados que serdo descritos, posteriormente.
Neste sentido, este veneno foi utilizado como um controle externo, uma vez que 0S
antivenenos utilizados no trabalho ndo séo especificos contra ele e 0 mesmo tem origem

geografica diferente.

Como visualizado na figura 17, o perfil eletroforético dos venenos de M.
frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus, espécies coletadas no sudeste do Brasil e de
M. spixii, coletados de espécimes de origem peruana revelaram a presenca de
similaridades qualitativas. Apo6s a coloragdo com Coomassie Blue G-250, de forma
visual, foram observados um total de 26 spots no gel do veneno de M. frontalis, 11 spots
no gel de M. ibiboboca, 30 spots no gel de M. lemniscatus e 20 spots no gel de M.

spixii.

O padrdo de distribuicdo de massa molecular versus pl (ponto isoelétrico)
mostrou-se praticamente 0 mesmo entre 0s quatro venenos analisados. Os venenos
mostraram um maior nimero de proteinas catiénicas, com valores de pl acima de 7, que
proteinas anidnicas (pl < 7). Nota-se um agrupamento maior de proteinas nas faixas de
baixa e média massa molecular (6 a 21, 5 kDa), embora proteinas de alta massas
moleculares possam ser observadas. Observa-se que 0s quatro venenos apresentam
basicamente os mesmos tipos de proteinas, porém estas encontram-se com pequenas
diferencas nos valores de pl e de massas moleculares, o que pode implicar em uma

varia¢do na composicdo de amino&cidos entre as proteinas dos diferentes venenos.

Os resultados do gel-2D (Fig. 17) estdo de acordo com os resultados obtidos nas
analises de 2D-LC e MS (Fig. 15), nos quais pode-se perceber um maior contedo

protéico nas faixas de massas moleculares entre 6-8 kDa e 12-14 kDa.
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Além dos resultados descritos acima, pode-se notar ainda, notadamente em
proteinas acima de 50 kDa, uma distribuicdo serial no sentido horizontal, que indicaria
uma variacdo principalmente nos valores de pl. Tal observacdo sugere a presenca de
modificagcdes pds-traducionais (glicosilacdes, por exemplo) nessas proteinas ou ainda
uma variacdo na composi¢do de aminoacidos, levando ao surgimento de isoformas

protéicas.

Embora a 2D-LC tenha se mostrado mais sensivel, propiciando o
reconhecimento de um maior nimero de espécies moleculares, atraves do gel-2D, foi
possivel a visualizacdo de proteinas com massas moleculares superiores a 50 kDa, em
todos os quatro venenos. A realizagdo concomitante das duas técnicas aumenta o poder
de resolucdo analitico e suas utilizacbes podem ser Uteis para estudos que visam

promover um inventario de proteinas em determinados venenos.
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Figura 17: Perfis eletroforéticos de venenos de Micrurus por eletroforese
bidimensional: M. frontalis (A), M. ibiboboca (B), M. lemniscatus (C) e M. spixii (D).
A primeira dimensao foi realizada utilizando o gradiente de pH de 3-11 NL, em strips
de 7cm. A segunda dimensdo foi realizada em gel de 12,5%. A coloracédo foi feita por
Coomassie Blue G-250. Os nameros representam os pontos de diferentes venenos M.
frontalis (Mf), M. ibiboboca (Mi), M. lemniscatus (Ml) and M. spixii (Ms) identificados
por sequenciamento de novo por MALDI-TOF-TOF/MS/MS.
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4.1.6 ldentificacio de familias de proteinas dos venenos de Micrurus

A identificacdo de proteinas nos venenos de Micrurus utilizados foi realizada
através da determinacdo da sequéncia priméria parcial, usando a degradacdo de Edman
e 0 sequénciamento por MALDI-TOF-TOF MS/MS. Ap6s o sequenciamento, realizou-

se uma busca de similaridade em bancos de dados com as sequéncias obtidas.

Primeiramente, explorando as anélises do 2D-LC, nove proteinas dos venenos de
M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus foram purificadas até a homogeneidade,
como determinado por espectrometria de massa (MALDI-TOF-TOF or ESI-Q-TOF),
sendo posteriormente submetidas ao sequenciamento N-terminal por degradacdo de
Edman. A tabela 4 representa a estrutura primaria parcial das proteinas originadas dessa
primeira estratégia, assim como as massas moleculares das proteinas sequenciadas e a
sua concentracdo relativa de eluicdo nos passos cromatograficos (CIEX e RPC). Na
ultima coluna desta tabela, encontram-se 0s nomes das proteinas depositadas em bancos
de dados e das espécies de serpente a partir das quais foram identificadas por terem
apresentado maiores graus de similaridade com os aminoacidos das sequéncias obtidas

no presente trabalho.

Como visualizado na tabela 4, as proteinas sequenciadas apresentaram
similaridades com neurotoxinas de cadeia curta e longa, weak neurotoxinas, PLA; e -
bungarotoxina, descritas em venenos de Micrurus e outras serpentes da familia
Elapidae. Observa-se que quatro proteinas, isoladas do veneno de M. lemniscatus e com
massas moleculares de 6.435,00 Da, 6.730,05 Da, 6.504,00 Da e 6.678,02 Da,
mostraram-se similares & neurotoxinas de cadeia curta encontradas nos venenos de M.
surinamensis e M. pyrrhocryptus. Dentre estas proteinas, a de massa molecular de
6.504,00 Da mostrou-se mais hidrofébica, sendo eluida com 30,6% de ACN, enquanto a
de massa de 6.678,02 Da mostrou-se mais basica sendo eluida com 0,57 M de NaCl. A
proteina de massa molecular de 7.526,73 Da, tambeém eluida com 0,57 M de NaCl,
mostrou-se similar a uma 3FTx isolada do veneno de M. altirostris.

Além das neurotoxinas, foram também identificadas por similaridade, uma
neurotoxina de cadeia longa com massa molecular de 7.409,05 e uma weak neurotoxina

com massa molecular de 7.043,37, isoladas dos venenos de M. frontalis e M. ibiboboca,
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respectivamente. A similaridade foi encontrada com proteinas isoladas dos venenos de
M. surinamensis e M. pyrrhocryptus. Ambas as proteinas mostraram-se com 0 mesmo
grau de hidrofobicidade, sendo eluidas com 26,7% de ACN, porém apresentaram

carateres basicos distintos, sendo eluidas com 0,49 M e 0,87 M de NaCl .

Ainda na tabela 4, observa-se que no veneno de M. lemniscatus, foram
identificadas por similaridade, uma PLA;, com massa molecular de 13.238,01 Da,
similar a uma proteina isolada do veneno de M. altirostris e uma proteina com massa
molecular de 22.532,74 Da, similar a vestiginina e a cadeia B da B-bungarotoxina,
proteinas essas encontradas nos venenos de Demansia vestigiata e Bungarus flaviceps
flaviceps, respectivamente. Esta Gltima, também apresentou similaridade significativa
com inibidor do tipo kunitz, do veneno de Pseudechis australis. Ambas as proteinas,
purificadas do veneno de M. lemniscatus, apesar de apresentarem massas moleculares
bem diferentes, apresentam aspectos basicos e hidrofobicos bem parecidos. A proteina
com massa molecular de 13.238,01 Da foi eluida da CIEX com 0,57 M de NaCl e
33,2% de ACN, sendo a proteina de 22.532,74 Da eluida com a mesma concentracao de
sal e com 34,6% de ACN.

Adicionalmente, varios spots do gel-2D dos venenos de M. frontalis, M.
ibiboboca, M. lemniscatus e M. spixii foram selecionados para digestdo em gel seguida
de sequenciamento de novo dos peptideos tripiticos por MALDI-TOF-TOF MS/MS. As
proteinas identificadas dos quatro venenos mostraram-se similares a PLA,, venom
proteins E2, Frontoxina Ill, a weak neurotoxina, LAO, metaloprotease e proteina tipo

lectina-tipo C de outras Micrurus e outras serpentes da familia Elapidae (Tabela 5).

Do veneno de M. frontalis foram identificados 4 spots, enquanto do veneno de
M. ibiboboca identificou-se 10 spots, do veneno de M. lemniscatus 7 e M. spixii 8 spots.
No veneno de M. frontalis dois dos spots apresentaram peptideos que se mostraram
similares a fosfolipases dos venenos de M. altirostris e Naja atra. De acordo com o
perfil eletroforético (Fig. 17), esses spots apresentam massas moleculares entre 14,4 e
21,5 kDa, sendo uma com pl mais acido (Mf1) e o outro com pl mais bésico (Mf 2). A
partir de um spot de mesma faixa de massa molecular, foi identificado um peptideo
triptico similar a metaloprotease (Mf4), com pl mostrando uma caracteristica bésica.

Ainda, nesse mesmo veneno um peptideo com a sequéncia tripitica de EPCYVSR (Mf
89



3) mostrou simililaridade com Venom protein E2, uma proteina ja identificada no
veneno de M. pyrrhocryptus (Tab. 5). O spot do gel-2D do qual esse peptideo foi
extraido apresentou uma massa molecular proxima a 7 kDa e um carater mais basico,

com um valor aproximado de pl de 4 (Fig. 17).

Como visto na tabela 5, no veneno de M. ibiboboca foram identificadas algumas
metaloproteases (Mi 1 a 3) com sequéncias tripiticas identificadas como
YEEL/IQL/ITQR. Ainda, fosfolipases com diferentes massas moleculares e valores de
pl, mostraram-se similares a PLA, dos venenos de M. altirostris e M. fulvius. Outros
dois spots (Mi 9 e Mi 10), que apresentaram massas moleculares menores (= 6 kDa) e
maior basicidade (pI = 11), de acordo com o gel-2D, mostraram-se similar a Venom
protein E2 e Frotoxina Il dos veneno de M. pyrrhocryptus e M. frontalis,

respectivamente.

Através de similaridade, uma LAO foi identificada no veneno de M.
lemniscatus, similar a LAO idenficadas nos venenos de Naja atra (Tab. 5). No perfil
eletroforético, o spot do qual foi extraido o peptideo identificado (Ml 1) apresentou
massa molecular maior que 63,3 kDa e pl proximo de 8 (Fig. 18). Neste veneno,
também, foram identificados algumas PLA; (Ml 2,4,6 e 7), uma proteina tipo lectina
tipo-C (Ml 3) e uma metaloprotease (Ml 5) similares a proteinas dos venenos de M.

altirostris, Naja atra, M. corallinus e Echis carinatus sochureki.

No veneno de M. spixii, também, foi identificada uma proteina tipo lectina tipo-
C (Ms 2), similar & uma proteina do veneno de M. corallinus, com valores de massa
molecular e pl parecidos com a identificada no veneno de M. lemniscatus (Ml 4).
Identificou-se também, um peptideo (Ms 1) similar a uma LAO do veneno de Bungarus
multicinctus. Os outros peptideos identificados (Ms 3-7) foram de spots com diferentes
valores de pl (Fig. 18), que mostraram-se similares a PLA, dos venenos de M.
altirostris e B. caeruleus (Tab. 5). Ainda, um peptideo com a sequéncia de
CYNDFSYTANTVED mostrou-se similar a uma 3FTx (Ms 8), do veneno de M.

altirostris.
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Tabela 4: Sequencia primaria N-terminal e identificacdo de proteinas dos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus por
degradacédo de Edman e pesquisa de similaridade

Sequéncia N-terminal * Similaridade”
6435,00 0,26 28,4 LKCYVSFNKEVTCPEGMNFCEIDVVPTTHG M. lemniscatus neurotoxina de cadeia curta MS11
Micrurus surinamensis
6730,05 0,66 17,3 MICYNQQSSQPPTTKTCSEG M. lemniscatus neurotoxina de cadeia curta D1
Micrurus pyrrhocryptus
6504,00 0,26 30,6 |IKCYVLRDKEDTCPEGINFCEKYDVPATHGNVITVQXXAY M. lemniscatus  neurotoxina de cadeia curta MS11
Micrurus surinamensis
6678,02 0,57 21,4 LICFGPGKDNKQTCPEGKNLCEKYAVSYFHTGACTYLRRGTS M. lemniscatus neurotoxina de cadeia curta MS11
Micrurus surinamensis
7043,37 0,87 26,7 LICFIDFSPTAHIVDDCQRGITTCYMKTWRYV M. ibiboboca Weak neurotoxina E3
Micrurus pyrrhocryptus
7409,05 0,49 26,7 MTCKTCPFETCANSEYCPAGNDIXY M. frontalis neurotoxina de cadeia longa MS4
Micrurus surinamensis
7526,73 0,57 26,0 LICYRDTPFTVRTTVSCGNGITKCYRKYWYENRGNRTEGGCGCPNNEKYVT M. lemniscatus precursor 3FTx
Micrurus altirostris
13238,01 0,57 33,2 NLVQFGNMIKCTIPGSSPLKDYADYGCY M. lemniscatus precursor de PLA,
Micrurus altirostris
22532,74 0,57 34,6 EYQAYRNLPPDNIRGIGFVTAYYYNPGRHTCLEFPYGGCNGTRPFKCMIEARTKCDDYFE M. lemniscatus Vestiginina

Demansia vestigiata
cadeia B de B-bungarotoxin
Bungarus flaviceps flaviceps
precursor de inibidor tipo Kunitz
Pseudechis australis
Nota: X indica os aminoacidos ndo identificados; ‘massa molecular observada, “Eluicdo na CIEX ([NaCl]) e RPC (%ACN); degradacéo de Edman; ‘FASTA3
ou BLASTP 2.2.23+ Swiss-Prot e GeneBank banco de dados.
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Tabela 5: Identificacéo de peptideos tripiticos extraidos da eletroforese bidimensional (digestéo in gel), por sequenciamento de novo via
MALDI-TOF-TOF S/MS

MfL
Mf 2
Mf 3
Mf 4
Mi 1
Mi 2
Mi 3
Mi 4

Mi5
Mi 6
Mi7
Mi 8
Mi 9
Mi 10
Ml 1
MI 2
MI 3
Ml 4
MI5
Ml 6
MI7
Ms 1
Ms 2
Ms 3

Ms 4
Ms 5
Ms 6

Ms 7
Ms 8

Peptideo
MS (Da)
1099,46
1794,75
910,53
1179,66
1179,54
1179,64
1179,52
1919,64
2125,72
19477
1947,75
1797,64
1769,6
910,38
2307,1
1154,62
1150,63
1005,42
1099,44
1179,7
1639,7
1794,72
1484,72
1323,61
1099,5
229251
2342,24
1638,78
1948,01
1115,56
1247,65

2960,44
2369,16

Sequéncia MS/MS
EFVCNCDR
...EEAHDNCYNE...
EPCYVSR
YEEL/IQUL/ITQR
YEEL/IQL/ITQR
YEEL/IQU/ITQR
YEEL/IQL/ITQR
CGFCPCDL/IEAANCFAK
YGCYCGYGGSGTP...
EFVCNCDL/IEAANCFAK
EFVCNCDL/IEAANCFAK
EAGVHDNTD...
L/IDFADYGCYGCL/IR
EPCYVSR
...AL/IDFSPTAHL/IVDDCQR
FDEIVGGFDR
ENYNL/INL/INR
L/IWEWTDR
EFVCNCDR
YEEL/IQU/ITQR
PSL/IDFSGYGCYCGR
..EEAHDNCYNE...
EWYEEFL/ITGM
YNCPL/IDWL/ISR
EFVCNCDR
...SPPL/IL/IDYWYGCYCGR
VHECWPL/IL/ITL/IYS...
PSL/IDFSGYGCYCGR
EFVCNCDLEAANCFAK
Q/KPYNL/INGGPR
NENYNL/IMPPR

..L/IDFADYGCYCGYGGSGTPVDEL/IDR

...CYNDFSYTANTVED...

Similaridade
precursor de fosfolipase A2
fosfolipase A2 natatroxina
Venom protein E2 (3FTX)
metaloprotease
metaloprotease
metaloprotease
metaloprotease
precursor de fosfolipase A2
fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
Phospholipase A2 isoform
Venom protein E2 (3FTx)
Frontoxina 111 (3FTX)
L- amino &cido oxidase
precursor de fosfolipase A2
precursor de lectina tipo-C
precursor de fosfolipase A2
metaloprotease
precursor de fosfolipase A2
fosfolipase A2 natatroxina
L- amino &cido oxidase
precursor de lectina tipo-C
precursor de fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
precursor de fosfolipase A2
phospholipase A2 isoform 2
precursor de fosfolipase A2

precursor de fosfolipase A2
precursor de 3FTx

Espécies/Elapidae
Micrurus altirostris
Naja atra
Micrurus pyrrhocryptus
Echis carinatus sochureki
Echis carinatus sochureki
Echis carinatus sochureki
Echis carinatus sochureki
Micrurus altirostris
Micrurus fulvius
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Micrurus pyrrhocryptus
Micrurus frontalis
Naja atra
Micrurus altirostris
Micrurus corallinus
Micrurus altirostris
Echis carinatus sochureki
Micrurus altirostris
Naja atra
Bungarus multicinctus
Micrurus corallinus
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Micrurus altirostris
Bungarus caeruleus
Micrurus altirostris
Walterinnesia aegyptia
Micrurus altirostris

Banco de Dados
GenBank ID: AED89577.1
Swiss-Prot ID; A4FS04.2
Swiss-Prot ID: POCAR7.1

GenBank: ADI47602
GenBank: ADI47602
GenBank: ADI47602
GenBank: ADI47602
GenBank ID: AED89576.1
GenBank ID: AAZ29513.1
GenBank ID: AED89576.1
GenBank ID: AED89576.1
GenBank ID: AED89577.1
GenBank ID: AED89578.1
Swiss-Prot ID: POCAR7.1
Swiss-Prot ID: P86422.1
GenBank ID: ABN72546.1
GenBank ID: AED89576.1
GenBank ID: ACS74993.1
GenBank ID: AED89577.1
GenBank: ADI47602
GenBank ID: AED89577.1
Swiss-Prot ID: A4FS04.2
GenBank ID: ABN72539.1
GenBank ID: ACS74993.1
GenBank ID: AED89577.1
GenBank ID: AED89578.1
GenBank ID: AED89578.1
GenBank ID: AED89577.1
GenBank ID: AED89576.1
GenBank ID: AAR19228.1
GenBank ID: AED89576.1

GenBank ID: ABX82863.1
GenBank ID: AED89559.1
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4.2 Andlises anti-venémicas: Reacao cruzada entre diferentes venenos

de Micrurus e anti-Micrurus

Para comparar a especificidade dos antivenenos anti-Micrurus e seu poder de
reconhecimento imunologico, além de possiveis rea¢des cruzadas, foram realizados 2D-
imunnoblottings com diferentes antivenenos mono e polivalente, produzidos em
cavalos, contra quatro venenos de espécies de Micrurus (M. frontalis, M. ibiboboca, M.
lemniscatus e M. spixii). Os antivenenos utilizados foram o anti-M. corallinus, anti-M.

frontalis, anti-M. ibiboboca e anti-Elapidico (contra M. frontalis e M. corallinus).

A figura 18 mostra a ocorréncia de uma reagdo cruzada entre oS venenos e
antivenenos analisados, para a qual vérias proteinas de cada veneno foram reconhecidas
por diferentes antivenenos de Micrurus. Dentre os antivenenos testados, o anti-
Elapidico foi o que melhor reagiu contra todos os venenos testados, sendo capaz de
reconhecer um maior nimero de proteinas. Este antiveneno polivalente foi capaz de
reconhecer familias de proteinas com massas moleculares entre 6 e 15 kDa, 21,5 a 36,5
kDa e acima de 55 kDa. Tracando uma correlacdo entre os resultados do 2D-
immunoblotting com os resultados de identificacdo de proteinas por MS/MS é possivel
observar que o antiveneno anti-Elapidico apresentou reconhecimento significativo de
proteinas como PLA,, 3FTx, LAO and proteinas tipo lectina tipo-C (Fig. 18 coluna II1).
As proteinas com massas moleculares entre 21,5 e 36,5 kDa, apesar de ndo terem sido
muito bem visualizadas por Coomassie Blue G-25 no resultado anterior (Fig. 17), foram
agora bem visualizadas através da maior especificidade do anti-Elapidico e do anti-Ig

G/peroxidase.

De maneira geral, o anti-M. frontalis e o anti-M. ibiboboca, também, mostraram
um bom reconhecimento contra os venenos de M. frontalis, M. ibiboboca, M.
lemniscatus e M. spixii (Fig. 18 coluna Il e 1V). Embora, dentre estes venenos testados,
0 veneno de M. lemniscatus mostrou ser 0 menos reconhecido pelo antiveneno anti-M.
ibiboboca (Fig. 18 coluna IV, linha B). Familias de proteinas como as PLA2, 3FTX,
LAO e proteinas tipo lectina tipo-C foram também reconhecidas pelos antivenenos anti-

M. frontalis e anti-M. ibiboboca.
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Por outro lado, o anti-M. corallinus reagiu fracamente com 0s venenos de M.
frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus e M. spixii. Tal antiveneno foi capaz de
reconhecer apenas poucas proteinas com massa molecular acima de 55 kDa, que como
identificadas pelo sequenciamento MS/MS, correspondem as LAO e a alguns
componentes com baixa massa molecular (Fig. 18 coluna I). Embora estes componentes
de baixa massa ndo tenham sido identificados especificamente no gel-2D realizado com
0 veneno de M. spixii, eles foram identificados em outros venenos como sendo proteinas
da familia 3FTx. Ainda, o antiveneno anti-M. ibiboboca apresentou um forte poder de
reconhecimento de proteinas de baixa massa molecular, correspondendo as 3FTx, como
pode ser observado no 2D-immunoblotting contra o veneno de M. forntalis (Fig.18 linha
A e coluna IV).

Em se tratando dos venenos testados, o de M. frontalis foi 0 que apresentou um
maior nimero de proteinas sendo reconhecidas pelo anti-M. corallinus, anti-M.
frontalis, anti-Elapidico e anti-M. ibiboboca (Fig.18 linha A). Em alguns casos, o 2D-
immunoblotting revelou fraco reconhecimento de proteinas como massas moleculares
de 6 kDa, aproximadamente, sendo identificadas como 3FTx. Esse foi o caso dos
antivenenos monovalentes anti-M. corallinus e anti-M. frontalis (Fig. 18 coluna I a I1I)
que ndo reconheceram adequadamente proteinas dessa familia nos venenos de M.
frontalis e M. lemniscatus (Fig. 18 linha A e B).

Ja o veneno de M. spixii foi 0 veneno que apresentou um menor numero de proteinas
sendo reconhecidas por estes antivenenos (Fig. 18 linha D). Neste caso, dentre os
antivenenos testados, o reconhecimento maior foi através do anti-M. ibiboboca e a
maior parte das proteinas reconhecidas foram proteinas com massas moleculares acima
de 55 kDa e entre 6 e 14,4 kDa. Familias de proteinas como LAO, PLA; e proteinas tipo
lectina tipo-C foram reconhecidas pelos antivenenos monovaentes e polivalentes

analisados.
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(B) — 365
—_ 215
PLA, — 144
IFTX — B0
LAO — 554
(C) — 365
— 215
PLA, — 144
C-typelectin — 60

LAO
—_ 554

D
) — 365
— 215
PLA, — 144
C-typelectin — B0

Figura 18: Reacdo cruzada entre diferentes venenos de Micrurus e anti-Micrurus.
Venenos das espécies (A) M. frontalis, (B) M. lemniscatus, (C) M. ibiboboca e (D) M.
spixii. Anti-venenos: (1) anti-M. corallinus, (1) anti-M. frontalis, anti-Elapidico (111) e
(V) anti-M. ibiboboca. A eletroforese bidimensional foi realizada em um gradiente de
pH de 3-11 NL, em strip de 7cm, com a segunda dimensdo em gel de 12,5%. Os anti-
venenos foram utilizados na diluicdo de 1:1000 e o conjugado anti-lgG/peroxidase na
diluicdode1:500. As marcacGes nas setas referem-se as familias de proteinas
identificadas posteriormente por MALDI-TOF MS/MS e busca de similaridades.
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4.3 Purificacdo de proteinas da familia 3FTx com atividade bioldgica

Visando um maior conhecimento acerca de uma das familias de proteinas
identificadas nos venenos analisados e o desafio na identificacdo de componentes com
atividades bioldgicas alternativas, realizou-se a purificacdo de duas proteinas da familia
das 3FTx do veneno de M. lemniscatus. Apos a caracterizacdo bioquimica parcial dessas
proteinas, ensaios bioldgicos de citotoxicidade em células promastigotas de L. (L)
amazonensis e em células de macréfagos de mamiferos foram realizados. O veneno de
M. lemniscatus foi escolhido nesta etapa do estudo baseado na sua disponibilidade nos
institutos de producéo de soro antiofidico, uma vez que este veneno ndo € utilizado nos
protocolos de imunizagdo para a fabricacdo de soro. Outro fato determinante para o
estudo do veneno de M. lemniscatus é a auséncia de estudos com essas familias de
proteinas nos bancos de dados de proteinas, embora esta espécie seja de ampla
distribuicdo geogréafica no Brasil. Ainda, como demonstrado nos resultados anteriores, o
veneno de M. lemniscatus foi o veneno que mostrou uma melhor resolugédo e maior
facilidade de ser fracionado pela técnica de 2D-LC, apresentando, também, um maior

namero de constituintes protéicos na faixa de massa molecular das 3FTx.

4.3.1 Purificacao das proteinas

O veneno bruto de M. lemniscatus foi submetido a trés passos cromatograficos,
para purificacdo de proteinas com massas moleculares entre 6 a 7 kDa, que
correspondem as massas moleculares de proteinas da familia 3FTx, ja identificadas
neste trabalho. A purificacdo partiu de um total de 70 mg de veneno bruto.

Na primeira etapa de fracionamento, o veneno bruto foi fracionado através de

CIEX, na coluna TSK-Gel CM-SW column, 15 cm X 4.6 mm (Tosoh Biosep,
Montgomeryville, USA). As fraces de interesse foram novamente fracionadas através
da coluna de fase reversa Source 15 4.6/100 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). No
terceiro passo cromatogréafico, as fracGes de interesse foram recromatografadas, também
por fase reversa, em coluna C2/C18 ST 4.6/100 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Apos
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os dois primeiros passos cromatograficos, as fracdes foram analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF-TOF, para monitoramento das 3FTX e

para a determinacdo das massas moleculares das proteinas purificadas.

A figura 19 mostra o perfil cromatografico do veneno bruto de M. lemniscatus
apos ser submetido a CIEX. Como pode ser observado, tal veneno apresenta uma
grande quantidade de proteinas catidnicas, apresentando uma boa interacdo com a
coluna (fato j& observado em resultados anteriores). Um total de 14 fracGes foi obtido

nesse passo cromatografico, mostrando boa resolucao para esta etapa (Ml 1 a 14).

Apds analise de massas, a fracdo Ml 4, a qual apresentou constituintes proteicos
na faixa de massa de 6 a 7 kDa e sem outras massas proteicas, foi submetida a RPC.
Apos a eluicdo com gradiente linear de 10 a 80% de ACN foram obtidas mais quatro
fracbes cromatogréaficas (Ml 4.1 a 4.4) (Fig. 20). A fragdo mais representativa (Ml 4.2)
foi recromatografada na coluna de fase reversa C2/C18 ST 4.6/100, resultando em
apenas duas fracGes cromatograficas (Fig. 21). ApoOs andlises por espectrometria de
massa, observou-se a presenca de duas proteinas com alto teor de pureza, com massas
moleculares de 6435,4Da e 6504,6 Da (Fig 22 A e B). Tais proteinas foram
denominadas de MI 6435 e MI 6504, respectivamente.
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Figura 19: Cromatografia de Troca Cationica (CIEX) do veneno bruto de M.
lemniscatus: O veneno bruto de M. lemniscatus (70 mg) foi aplicado a coluna de troca
catibnica TSK-Gel CM-SW (15 cm x 4,6 mm), equilibrada com acetato de sddio 20
mM, pH 5,0. Foram realizadas cromatografias com 2mg de veneno por vez. As
amostras foram eluidas por gradiente linear de NaCl (0 a 1 M), a um fluxo de 0,75
mL/min, durante 100 minutos. Foram coletados 0,4 mL por tubo.A eluicdo foi
monitorada por leitura da absorbéncia A = 214nm.
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Figura 20: Cromatografia de Fase Reversa das fracfes provenenietes da CIEX: A
fracdo da troca cationica (Ml 4) foi aplicada a coluna de fase reversa Source 15 4.6/100,
equilibrada com a solucdo de TFA 0,1%. As fracdes foram eluidas por gradiente linear
de 10 a 80% ACN com 0,1% TFA, em 63 minutos. Foram coletados 0,5 mL por tubo, a
um fluxo de 1 ml/min. A elui¢do foi monitorada por leitura da absorbancia (A = 214nm).
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Figura 21: Recromatografia em Fase Reversa da fragéo Ml 4.2: A fragdo da RPC
em coluna Source 15 4.6/100 (Ml 4.2) foi aplicada na coluna de fase reversa C2/C18 ST

4.6/100, equilibrada com a solucdo de TFA 0,1%. As fracbes foram eluidas por

gradiente linear de 10 a 80% ACN com de 0,1% TFA, em 83 minutos. Foram coletados
0,5 mL por tubo, a um fluxo de 1 ml/min. A elui¢do foi monitorada por leitura da

absorbancia (A = 214nm).
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Figura 22: Espectros de massa (MALDI-TOF) das proteinas purificadas do veneno
de M. lemniscatus. (A) Proteina Ml 6435 e (B) Proteina Ml 6504. As anélises foram
realizadas por MALDI-TOF, usando o aparelho Autoflex [l (Bruker Daltonics,
Billerica, USA) operado de modo linear positivo.
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4.3.2 ldentificacdo das proteinas purificadas por sequenciamento N-terminal

As duas proteinas purificadas (Ml 6435 e MI 6504), através dos processos
cromatograficos, tiveram suas sequéncias primarias parciais identificadas, pela
degradacdo de Edmam. A identificacdo dos residuos de aminoéacidos, que compde a
regido N-terminal de tais proteinas, possibilitou a identificacdo das mesmas, através de
pesquisa de similaridade, em bancos de dados.

A tabela 6 mostra a similaridade da proteina Ml 6435
(LKCYVSFNKEVTCPEGMNFCEIDVVPTTHG) com outras proteinas de serpentes
que apresentaram menor E(), cujas sequéncias parciais ou totais foram depositadas em
banco de dados Swiss-prot e Gen-bank. Nestas tabelas, também, estdo representados o
namero de identificacdo da proteina no banco de dados, o nome da proteina que foi
similar, o organismo do qual foi identificado e o nimero de aminoacidos identificados
na proteina similar. A proteina MI 6345 similar as neurotoxinas de cadeia curta
(méximo de 70%), a citotoxinas (méximo de 60%) e a neurotoxinas de cadeia longa
(63%), isoladas dos venenos de M. surinamensis, Naja haje annulifera, M. altirostris,
Hemachatus haemachatus, M. corallinus, Naja oxiana, Naja atra, Ophiophagus

hannah, Naja mossambica, Naja nivea. Todas estas proteinas sdo da familia das 3FTx.

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina Ml 6435 a proteinas
similares estd representado na figura 23. Nota-se que o0s trés residuos de cisteinas
identificados na sua sequéncia sdo altamente conservados nas sequéncias das outras
proteinas. Ainda, os motivos de sequéncias LKCY e VTCPEG, também mostram-se
com elevado indice de conservagdo entre a proteina analisada e as demais sequéncias.
Dos 30 residuos aminoacidos indentificados na regido N-terminal da proteina, seis
apresentam-se carregados, sendo 4 residuos polares basicos e 2 residuos polares &cidos.
Em relacdo & polaridade essa sequéncia N-terminal mostra-se com uma maior

guantidade de residuos polares.

A tabela 7 mostra a similaridade da proteina Ml 6504
(IKCYVLRDKEDTCPEGINFCEKYDVPATHGNVITVQ) com outras sequéncias

protéicas encontradas nos bancos de dados pertencentes a familia das 3FTx. Essa
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sequéncia mostrou-se similar a, principalmente, neurotoxinas de cadeia curta, sendo a
maior porcentagem de similaridade (84%) mostrada com um precursor de 3FTx isolado
do veneno de M. altirostris. Embora, 0 menor E() foi mostrado pela similaridade com
uma proteina ligadora a receptores nicotinicos de acetilcolina identificados no veneno
de M. nigrocinctus. Todas as proteinas similares & MI 6504 foram identificadas em
venenos de serpentes da familia Elapidae (M. lemniscatus, M. nigrocinctus, M.
surinamensis, M. corallinus, M. altirostris, P. textilis, M. frontalis, M. pyrrhocryptus),

sendo a grande maioria de venenos de Micrurus.

A figura 24 mostra a sequéncia N-terminal da proteina Ml 6504 alinhada a
outras sequéncias de aminoacidos de proteinas isoladas das espécies acima citadas.
Observa-se a conservacao dos trés residuos de cisteinas identificados nessa sequéncia
N-terminal, quando comparados as sequéncias de aminoacidos das outras proteinas. O
motivo estrutural IKCY encontra-se conservados nas outras sequéncias, embora nas
demais sequéncias a isoleucina (I) seja substituida por uma leusina (L). A conservagéo
dos motivos estruturais TCPEG e CEKYXV, também é observada, com algumas
alteracdes de residuos especificos em determinadas sequéncias (nesse caso, X € um
residuo de glicina ndo conservado). Dos 38 residuos de aminoacidos idenficados na
sequéncia parcial da proteina Ml 6504, 10 apresentam a cadeia lateral carregada (6
acidos e 4 bésicos). De maneira geral, essa regido identificada apresenta uma

caracteristica polar.

No alinhamento entre as sequéncias das proteinas Ml 6435 e MI 6504, figura 25,
observa-se grande similaridade entre as duas proteinas. Poucas alteracfes de residuos de
aminoacidos sdo observadas. As alteracdes observadas sdo: 1) o primeiro residuo de
aminoécido de uma leucina na MI 6435 por uma isoleucina na Ml 6504; 2) o motivo
SFN (dos residuos 6 a 8 na MI 6435) pelo motivo RDK (dos residuos 6 a 8 na M| 6504);
3) o residuo 11, de uma valina (Ml 6435) por um &cido aspartico (Ml 6504); 4) o
residuo 17, de uma metionina (Ml 6435) por uma isoleucina (Ml 6504); 5) o motivo
IDV (dos residuos 22 a 24 na Ml 6435) pelo motivo KYD (dos residuos 22 a 24 na Ml
6504) e 5) o residuo 27, de uma treonina por uma alanina.
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Tabela 6: Proteinas similares a proteina Ml 6435 do veneno de M. lemniscatus

Proteinas Organismo Aminoacidos Similaridade % E() Classificacdo Banco de Dados
1 Neurotoxina de cadeia curta MS11 Micrurus surinamensis 58 70 0,00001  Elapidae Swiss-Prot: P86094.1
2 Citotoxina-3 Naja haje annulifera 60 66 0,0006 Elapidae Swiss-Prot: P01459.1
3 precursor 3FTx Micrurus altirostris 82 70 0,0009 Elapidae =~ GenBank: AED89569.1
4 Citotoxina-2 Hemachatus haemachatus 61 66 0,002 Elapidae Swiss-Prot: P24776.1
5 precursor 3FTX Micrurus corallinus 79 66 0,002 Elapidae ~ GenBank: ACS74999.1
6 Citotoxina-1 Naja oxiana 60 66 0,003 Elapidae Swiss-Prot: P01451.1
7 Citotoxina-1 Hemachatus haemachatus 61 66 0,004 Elapidae Swiss-Prot: P01471.1
8 Cardiotoxina | Naja atra 81 66 0,007 Elapidae Swiss-Prot: Q91135.1
9 neurotoxina de cadeia longa OH-56 Ophiophagus hannah 91 63 0,009 Elapidae Swiss-Prot: Q53B57.1
10  precursor 3FTx Micrurus altirostris 84 53 0,013 Elapidae =~ GenBank: AED89573.1
11  Citotoxina-4 Naja mossambica 60 66 0,017 Elapidae Swiss-Prot: P01452.1
12 Citotoxina-5 Naja mossambica 60 46 0,017 Elapidae Swiss-Prot: P25517.3
13  Citotoxina-1 Naja nivea 60 66 0,045 Elapidae Swiss-Prot: P01456.1
14  Citotoxina-7 Naja haje annulifera 60 66 0,045 Elapidae Swiss-Prot: P01466.1
15  Citotoxina-2 Naja haje annulifera 60 66 0,045 Elapidae Swiss-Prot: P01462.1

Nota: A busca de similaridade foi realizada pelo programa BLASTP 2.2.23+, usando 0 Swiss-Prot e 0 GeneBank como banco de dados, com filtro taxondmico
para serpentes.
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Figura 23: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Ml 6435 do veneno de M. lemniscatus com sequéncias de proteinas da familia
das 3FTx. O alinhamento foi realizado através da ferramenta ClustralX 2.0.11, no modo de alinhamento multiplo (Thompson, Gibson et al.,
1997). Espagos (gaps) representados pelo simbolo (-) foram introduzidos para maximar a similaridade entre as sequéncias. Residuos de
aminoacidos negativos (vermelho), residuos de aminoéacidos positivos (azul), residuos de aminoacidos neutros polares ou apolares (verde) e
residuos de cisteinas (amarelo). M. lemniscatus (MI), M. nigrocinctus (Mn), M. surinamensis (Ms), M. corallinus (Mc), M. altirostris (Ma), P.
textilis (Pt), M. frontalis (Mf), M. pyrrhocryptus (Mp).
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Tabela 7: Proteinas similares a proteina Ml 6504,6 do veneno de M. lemniscatus

Proteinas Organismo Aminoécidos Similaridade % E()  Classificacdo Banco de Dados

1 proteina ligadora a receptor de acetilcolina nicotinico  Micrurus nigrocinctus 22 62 1,00E-06 Elapidae  Swiss-Prot: Q9PRQ4.2
2 neurotoxina de cadeia curta MS11 Micrurus surinamensis 58 82 5,00E-06 Elapidae Swiss-Prot: P86094.1

3 precursor de 3FTx Micrurus corallinus 84 70 6,00E-06 Elapidae =~ GenBank: ACS74995.1
4 precursor de 3FTX Micrurus altirostris 82 72 8,00E-06 Elapidae =~ GenBank: AED89569.1
5 precursor de 3FTX Micrurus altirostris 80 67 2,00E-05 Elapidae = GenBank: AED89567.1
6 neurotoxina de cadeia curta 8 Pseudonaja textilis 79 90 6,00E-05 Elapidae = Swiss-Prot: ABHDK1.1
7 a-neurotoxin Pseudonaja textilis 79 47 7,00E-05 Elapidae = GenBank: AAF75223.1
8 Frontoxina I Micrurus frontalis 59 67 9,00E-05  Elapidae Swiss-Prot: P86421.1

9 neurotoxina de cadeia curta Pseudonaja textilis 79 42 1,00E-04 Elapidae  Swiss-Prot: Q9W7J6.1
10  Venom protein E2 Micrurus pyrrhocryptus 43 67 2,00E-04 Elapidae ~ Swiss-Prot: POCAR7.1
11  neurotoxina de cadeia curta 3 Pseudonaja textilis 79 82 5,00E-04  Elapidae = Swiss-Prot: Q9W7KO0.1
12 neurotoxina de cadeia curta 2 Pseudonaja textilis 79 90 7,00E-04  Elapidae  Swiss-Prot: QOW7K1.1
13  neurotoxina de cadeia curta 4 Pseudonaja textilis 79 90 0,001 Elapidae ~ Swiss-Prot: Q9W7J9.1
14 precursor de 3FTx Micrurus corallinus 79 82 0,001 Elapidae  GenBank: ACS74999.1
15  neurotoxina de cadeia curta 1/5 Pseudonaja textilis 79 47 0,001 Elapidae  Swiss-Prot: QOW7K2.1

Nota: A busca de similaridade foi realizada pelo programa BLASTP 2.2.23+, usando 0 Swiss-Prot e 0 GeneBank como banco de dados, com filtro
taxondmico para serpentes.
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M. corallinus (Mc), M. altirostris (Ma), P. textilis (Pt),

negativos (vermelho), residuos de aminoacidos positivos (azul), residuos de aminoécidos neutros polares ou apolares (verde) e residuos de

cisteinas (amarelo). M. lemniscatus (MI) , M. nigrocinctus (Mn), M. surinamensis (Ms),

1997). Espacos (Gaps) representados por (-) foram introduzidos para maximar a similaridade entre as sequéncias. Residuos de aminoacidos
M. frontalis (Mf), M. pyrrhocryptus (Mp).

Figura 24: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da M| 6504 do veneno de M. lemniscatus com sequéncias de proteinas da familia
das 3FTx. O alinhamento foi realizado através da ferramenta ClustralX 2.0.11, no modo de alinhamento mdltiplo (Thompson, Gibson et al.,
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Figura 25: Alinhamento entre as sequéncias N-terminais das proteinas Ml 6435 e
MI 6504, isoladas do veneno de M. lemniscatus. O alinhamento foi realizado através
da ferramenta ClustralX 2.0.11, no modo de alinhamento multiplo (Thompson, Gibson
et al., 1997). Residuos de aminoacidos negativos (vermelho), residuos de aminoacidos
positivos (azul), residuos de aminoécidos neutros polares ou apolares (verde) e residuos
de cisteinas (amarelo). M. lemniscatus (Ml).

4.3.3 Ensaio de atividade anti-Leishmania e citotoxicidade em macrdéfago

Com o intuito de analisar possiveis atividades citotoxicas das proteinas Ml
6435 e MI 6504, identificadas como pertencentes as familias das 3FTx, foram testadas
sua capacidade toxica em células de protozoarios e células de mamiferos. Para a analise
das atividades antiparasitarias das proteinas, as mesmas foram incubadas com formas
promastigotas de L.(L). amazonensis, sendo o ensaio de viabilidade celular realizado
pelo ensaio de MTT. Posteriormente, a atividade citotoxica foi testada contra
macrofagos isolados de camundongos BALB/c, sendo o ensaio de viabilidade celular,

também, realizado por anélise do MTT.

Como observado na figura 26, ambas as proteinas testadas apresentaram
atividade contra formas promastigostas de L.(L.) amazonensis. Os resultados foram
expressos por valores obtidos por leitura dptica a 570nm, uma vez que as células viaveis
sdo capazes de metabolizar o MTT, formando cristais de formazan, que podem ser
identificados neste comprimento de onda. A anfotericina (controle positivo) foi mais
ativa na concentracdo de 50 pg/mL. O mesmo aconteceu com as proteinas Ml 6435 e
Ml 6504 que se mostraram mais ativas na concentracdo de 50 pg/mL quando
comparadas com a concentracdo de 25 pg/mL, mostrando se tratar uma possivel relacéo

dose-dependente.

A tabela 8 mostra a porcentagem de morte dos parasitas utilizando a

anfotericina, nas concentracdes de 50 pg/mL e 35 pg/mL, e as proteinas Ml 6435 e Ml
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6504, nas concentracdes de 50 pg/mL e 25 pg/mL. A anfotericina B, nas concentragoes
de 50 pg/mL e 35 pg/mL, foi capaz de matar 66% e 50% dos parasitas,
respectivamente. J& a porcentagem de morte observada para a proteina Ml 6435 foi de
12% e 48%, quando utilizadas as concentracdes de 25 pg/mL e 50 pg/mL de proteina.
A proteina MI 6504,6 mostrou uma porcentagem de morte de 18% e 38%, nas mesmas
concentrages utilizadas da proteina M1 6435.

A figura 27 mostra que as proteinas M| 6435 e MI 6504 mostraram-se toxicas
para macrofagos de mamiferos, na concentracdo de 50 pug/mL. Essa concentracao foi
utilizada no experimento pelo fato de ter sido a maior concentracdo toxica para as
formas promastigotas de Leishmania. A mesma citotoxicidade foi observada para
anfotericina, porém em menor propor¢do. A anfotericina foi capaz de matar 3,2% dos
macrofagos. Comparando as duas proteinas testadas, observa-se que a proteina Ml 6504
mostrou-se menos toxica, apresentando uma porcentagem de morte de 7,1%, enquanto a

proteina M1 6435 foi capaz de matar 14,7% dos macrofagos (Tab. 9).
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Figura 26: Ensaio de atividade anti-Leishmania. As formas promastigotas de
L.(L). amazonensis foram cultivadas em meio Schneider completo. A viabilidade
celular foi medida pelo ensaio de MTT. A absorbancia foi monitorada em
comprimento de onda de 570 nm.

Tabela 8: Porcentagem de morte dos parasitas
promastigotas de Leishmania

Amostras Porcentagem de Morte (%)
Amphotericina B (50ug/mL) 66
Amphotericina B (35ug/mL) 50
Ml 6504 Da (25 ug/mL) 18
Ml 6435 Da (25 ug/mL) 12
Ml 6504 Da (50 ug/mL) 38
Ml 6435 Da (50 ug/mL) 49

Porcentagem de morte: densidade 6ptica do controle - menos a densidade optica da
amostra, dividido pela densidade 6ptica do controle -, multiplicado por 100.
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Figura 27: Ensaio de atividade citotdxica em macrdéfago. Os macréfagos utilizados
foram isolados de camundongos BALB/c. A viabilidade celular foi medida pelo ensaio
de MTT. A absorbancia foi monitorada em comprimento de onda de 570 nm.

Tabela 9: Porcentagem de morte dos macrofagos

Amostras Porcentagem de Morte (%)

Anfotericina B (50 pg/mL) 3,2
MI 6504 Da (50 pg/mL) 7,1
MI 6435 Da (50 pg/mL) 14,7

Porcentagem de morte: densidade 6ptica do controle - menos a densidade 6ptica da amostra,
dividido pela densidade dptica do controle -, multiplicado por 100.
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5 Discussao

5.1 Analises Protedmicas dos venenos de Micrurus
5.1.1 Andlises por 1D-LC, 2D-LC e espectrometria de massas

A caracterizacdo protedmica detalhada dos venenos de serpentes promove uma
maior compreensdo do repertdrio de proteinas secretadas que compde 0s venenos. Tais
proteinas, por sua vez, representam valiosas ferramentas para a compreensdo dos
processos fisio-patoldgicos envolvidos no envenenamento e da biologia e ecologia das
serpentes, assim como para o desenvolvimento biotecnolégico, seja colaborando para a
melhoria na produgdo de soro antiofidico, ou para o desenvolvimento de novas drogas
com potencial uso clinico (Ménez, Stocklin et al., 2006). As técnicas protedmicas
propiciam o entendimento de venenos que sdo considerados raros na natureza e de
dificil obtencdo, uma vez que a estratégia experimental é baseada, principalmente, no

estudo estrutural inicial para posterior analise funcional.

Desta forma, devido a essa inversdo metodologica, venenos como 0s das espécies
do género Micrurus tem tido a possibilidade de serem mais explorados, aumentando o
conhecimento dos mesmos. A escasses de estudos sobre os venenos deste género,
resultado da dificuldade na captura dessas serpentes, raras na natureza, da manutencao
em cativeiro, por apresentarem uma alimentacdo restrita e especializada, e ainda por
apresentarem glandulas de venenos morfologicamente pequenas, o que desencadeia em

uma producéo limitada de veneno.

Até pouco tempo atras, existiam estudos que abordavam a atividade bioldgica e
enzimatica do veneno bruto de Micrurus. Porém poucos relatos existiam sobre a
composicdo dos mesmos e sobre a caracterizacdo de proteinas especificas. Mais
recentemente, estudos protedmicos e transcriptdbmicos dos venenos de M. surinamensis,
M. pyrrhocryptus, M. corallinus, M. frontalis, M. altirostris e M. nigrocinctus foram
realizados, contribuindo para o entendimento dos venenos do género (Olamendi-
Portugal, Batista et al., 2008; Dokmetjian, Del Canto et al., 2009; Leao, Ho et al., 2009;
Moreira, Prates et al., 2010; Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011,
Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).
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Neste trabalho, as andlises protedmicas para o conhecimento geral dos venenos
das espécies M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus, tiveram inicio com 0s
mesmos sendo submetidos a cromatografia uni e bidimensional, seguidas de analises
por espectrometria de massa. Com isso foram gerados conhecimentos acerca dos
caracteres fisico-quimicos das proteinas que compde 0S venenos, COMO mMmassa

molecular, hidrofobicidade e basicidade.

Nota-se que os trés venenos apresentam, de maneira geral, um carater béasico,
sendo constituidos por proteinas compostas estruturalmente por uma maior quantidade
de aminoacidos com cargas positivas, uma vez que quase todo o conteudo protéico
destes venenos foi capaz de interagir com a coluna TSK-Gel CM-SW da CIEX. As
fracbes dos venenos de M. frontalis foram eluidas entre 0,1 e 1M de NaCl, enquanto as
fracdes dos venenos de M. ibiboboca e do veneno de M. lemniscatus foram eluidas com
0,001 e 0,09 M de NacCl, respectivamente.

Correlacionando o perfil de eluicdo das fracbes da CIEX com as massas
detectadas por espectrometria de massa, observou-se que componentes com massas
moleculares similares, que indicam possiveis isoformas, foram separados pela eluicdo
salina, enquanto componentes com massas moleculares distintas foram frequentemente
co-eluidos. Comportamentos cromatograficos similares foram observados nos
fracionamentos dos venenos dos escorpibes (Tityus serrulatus, T. stigmurus, T.
bahiensis, Leiurus quinquestriatus quinquestriatus e L. g. hebraeus) e do veneno do
centipoda (Scolopendra spp), através dessa mesma técnica (Nascimento, Rates et al.,
2006; Rates, Bemquerer et al., 2007).

Ao correlacionar os perfis de eluicdo das proteinas com gradientes de NaCl e,
posteriormente, com gradientes de ACN com as massas moleculares identificadas, tem-
se uma visao mais abrangente das familias de proteinas encontradas nesses venenos,
dando novas visfes sobre o contetdo proteomico das espécies avaliadas. As proteinas
dos venenos, como as toxinas, apresentam uma estrutura espacial compacta, que permite
que sua carga e seu carater de hidrofobicidade sejam expressos, principalmente, na
superficie da molécula (Rosso, Vargas-Rosso et al., 1996), o que influencia no seu

comportamento cromatografico, juntamente com a massa molecular. Entretanto, a
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constituicdo de aminodcidos de uma proteina é o que revela o carater bioquimico da

mesma, ou seja, 0 seu caracter de basicidade e de hidrofobicidade.

Tais caracteristicas sdo de grande relevancia, uma vez que sdo estes que definem a
estrutura e a fungéo das proteinas, principalmente, no que se trata da interacao proteina-
proteina. As PLA; (12 a 14 kDa), uma das principais familias de toxinas de elapideos e
viperideos, apresentam diversificadas funcBes bioldgicas e farmacoldgicas como
consequéncia da sua interacdo com diferentes sitios alvos nas células e tecidos. Os sitios
alvos e os sitios farmacoldgicos destas toxinas sdo complementares em termos de

cargas, hidrofobicidade e interacdo de van der Waal’s (Manjunatha Kini, 2003).

A alteracdo de residuos de aminoacidos, especialmente 0s encontrados nas
superficies tridimensionais, pode alterar a ligacdo da proteina ao seu sitio alvo. Tal fato
é evidente no veneno de Trimeresurus flavoviri (Viperidae), no qual as isoformas acidas
[Asp49]PLA; (pl 7,9) mostram uma atividade hemolitica e miolitica maior quando
comparadaa as isoformas basicas [Lys49]PLA; (pl 10.3). Ainda no mesmo veneno, foi
relatado que PLA, com diferentes valores de pls podem exibir atividade indutora de
edema (pl 8,6) ou atividade neurotoxica (pl 10,3) (Kihara, Uchikawa et al., 1992).

No presente estudo, a presenca de PLA, &cidas e béasicas também podem ser
observadas nos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus, embora os
dados sobre identificacdo de estrutura primaria ndo possam, ainda, serem
correlacionados. Tal fato pode ser especulado observando-se os graficos de distribuicdo
de massas versus a eluicdo em NaCl, nos quais observa-se que as proteinas com faixa de
massa entre 10 e 15 kDa, se espalham horizontalmente no eixo xy, indicando que as
mesmas apresentam massas moleculares aproximadas, porém com cargas liquidas

distintas.

Além da sua importancia bioldgica, as diferencas fisico-quimicas encontradas nas
proteinas dos venenos permitem uma melhor separacdo das mesmas, 0 que contribui
para o estudo de isoformas de toxinas. Um grande contetdo de isoformas de proteinas
das familias das 3FTx e as PLA; sdo encontradas em venenos elapidicos. No veneno de
M. nigrocinctus, por exemplo, as PLA; foram identificadas em 22 fragdes enquanto as

3FTx em 18 fracOes da cromatografia de fase reversa (Fernandez, Alape-Giron et al.,
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2011), o que expressa diferencas de hidrofobicidade entre as isoformas. De maneira
geral nos venenos elapidicos, observa-se que as a-neurotoxinas, pertencentes a familia
das 3FTx eluem, principalmente, no comeco do gradiente de ACN, seguida pelas PLA,.
Em contrapartida, as cardiotoxinas (3FTx) que sdo extremamente basicas e hidrofobicas

sdo eluidas no fim do gradiente de ACN (Rosso, Vargas-Rosso et al., 1996).

Em relacdo a hidrofobicidade, os resultados do 1D-LC demonstraram que 0S
constituintes dos trés venenos estudados foram eluidos em concentrages de ACN de 10
a 70%, aproximadamente. Enquanto, que na cromatografia de fase reversa da 2D-LC as
fracdes dos venenos de M. frontalis e M. ibiboboca apresentaram constituintes mais
hidrofilicos, sendo eluidos com uma menor concentracdo de ACN (10 a 50% ACN), ja
0 veneno de M. lemniscatus mostraram ser composto, também, por proteinas mais
hidrofobicas, sendo eluidas entre 10 e 80% de ACN. Vale ressaltar que a diferenca no
perfil de eluicdo observado nas duas técnicas esta relacionado ao tipo de coluna

utilizado nos mesmaos, assim como a quantidade de veneno bruto analisado.

Em um estudo realizado, foi feita uma comparacdo de de venenos de onze
espécies de Micrurus, por meio de cromatografia de gel filtracdo e cromatografia de
fase reversa, apresentando proteinas mais hidrofébicas e outras mais hidrofilicas. Os
resultados foram similares aos do presente trabalho, mostrando de forma geral uma
similaridade no perfil de eluicdo entre os venenos, porém com pequenas diferencas em
relacdo a concentracdo de eluicdo de algumas fracdes cromatograficas (Da Silva Junior,
Griffin et al., 1991). Em contrapartida, outros pesquisadores, ao fracionarem os venenos
de M. nigrocinctus nigrocinctus, M. alleni yastesi e M. multifasciatus verificaram que
todas as proteinas destes venenos foram eluidas antes de 35% de ACN, sendo, portanto
estes venenos constituidos de proteinas mais hirdrofilicas (Rosso, Vargas-Rosso et al.,
1996). Tal resultado foi similar ao do presente trabalho, onde as proteinas dos venenos
de M. frontalis e M. ibiboboca foram eluidas entre 20-40% de ACN, aproximadamente.
Comportamento diferente apresentou o veneno de M. lemniscatus, no qual as proteinas

foram eluidas com um intervalo entre 10 a 80% de ACN.

A caracteristica peculiar do veneno de M. lemniscatus, observada nesse trabalho,
em possuir proteinas com grandes diferencas de hidrofobicidade, também pode ser

observadas em outros venenos. O fracionamento do veneno de M. dumerilii carinicauda
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foi realizado, através de fase reversa, e duas fracbes foram eluidas com
aproximadamente 20% de ACN. Porém a maioria das fracdes foi eluida entre 40-70%,
com algumas proteinas sendo ainda eluidas com mais de 80% de ACN (Dal Belo,
Toyama et al., 2005). O perfil cromatografico do venenos de M. n. nigrocinctus,
também, por fase reversa, mostrou as proteinas sendo eluidas entre 5 e 45% de ACN,
aproximadamente, com uma fracdo sendo eluida com 100% de ACN (Alape-Giron,
Stiles et al., 1996).

Tal comportamento pode ser observado em outro estudo (Nawarak, Sinchaikul et
al., 2003). Analisando outros venenos de elapideos, como de Naja naja atra, N. n.
kaouthia, N. n. siamensis, N. n. haje, Bungarus multicinctus e B. fasciatus, tais autores
mostraram que todos estes venenos tiveram uma certa similaridade nos perfis
cromatografcos de fase reversa, onde o0s picos com maiores valores de absorbancia
foram eluidos entre 35-55% de ACN e os picos com menores valores de absorbancia
foram eluidos entre aproximadamente 10 e 75% de ACN. Foram também observadas
variacfes nos cromatogramas intra-espécies, nos quais o padrdo de eluigdo foi similar,

porém com diferencas quantitativas (diferentes valores de absorbancia).

A maioria dos trabalhos protedmicos realizados com os venenos de Micrurus (M.
alleni, M. multifasciatus, M. surinamensis, M. nigrocinctus, M. altirostris e M.
corallinus) se baseia em técnicas cromatograficas unidimensionais usando diferentes
tipos de colunas e equipamentos (Rosso, Vargas-Rosso et al., 1996; Olamendi-Portugal,
Batista et al., 2008; Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011; Fernandez,
Alape-Giron et al., 2011). Este fato dificulta, portanto, uma comparacédo justa entre 0s
perfis cromatograficos dos venenos das espécies estudadas no presente trabalho, com
outros venenos de Micrurus, previamente descritos. Ainda, neste trabalho a utilizagéo
da 2D-LC mostrou ser um caminho auxiliar nas analises protemicas, por possibilitar
uma separacdo mais efetiva dos constituintes moleculares dos venenos. Esta abordagem
pode auxiliar, também, nos estudos de proteinas especificas para realizagdo de ensaios

biologicos.

Através da anélise de massas por MALDI-TOF/MS e ESI-Q-TOF/MS, o presente
trabalho revelou que os venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus sdo

constituidos por poucas familias moleculares, em se tratando de agrupamento de massas
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moleculares, porém de um grande nimero de isoformas. As moléculas mais abundantes
dos venenos sdo as que possuem massa entre 6 e 8 kDa, perfazendo 65%, 44% e 59%
das moléculas encontradas nos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus,
respectivamente. O segundo grupo mais expressivo de proteinas apresenta massas
moleculares entre 12 e 14 kDa, correspondendo a 19,5% das espécies moleculares dos
venenos de M. frontalis e M. ibiboboca e 9% do veneno de M. lemniscatus.

De acordo com a literatura, proteinas com massas moleculares em torno de 6 e 8
kDa e 12 e 14 kDa, sdo as mais representativas nos veneno da familia Elapidae, sendo
identificadas como pertencentes a familia das 3FTx e das PLA,, respectivamente (Kini,
1997; Nawarak, Sinchaikul et al., 2003; Kini e Doley, 2010; Corréa-Netto, Junqueira-
De-Azevedo et al., 2011; Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).

A composigdo do veneno pode ser usada para inferéncia dos efeitos
farmacologicos e manifestagdes clinicas observadas ap0s 0 envenenamento por
Micrurus. A grande quantidade de proteinas relacionadas as 3FTx e PLA, sugerem que
ambas familias de proteinas sdo cruciais para a atividade biolégica desses venenos, no
que se refere a efeitos de paralisia e morte das presas e predadores. Ambas 3FTx e PLA;
sdo responsaveis pelas atividades neurotoxicas e morte por parada respiratoria,
processos observados no envenenamento por serpentes coral (Casais-E-Silva e Furtado,
1996).

Tal perfil de composicdo de proteinas pode ser observado em venenos de outras
espécies de Micrurus. O perfil protedbmico e transcriptbmico dos venenos de M.
altirostris e M. corallinus mostraram que as 3FTx e as PLA; correspondem,
respectivamente, a 79,5% e 13,7% e 81,7% e 11,9% dos venenos de cada espécie citada
(Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011). Em outro estudo com o veneno de
M. corallinus, Ledo, Ho et al. (2009) verificaram que as 3FTx, perfazem 24%, enquanto
as PLA; constituem 15% do veneno total. Com uma observacao proporcional inversa,
outro grupo recentemente demonstraram que a PLA, é a familia de proteina mais
abundante no veneno de M. nigrocinctus, correspondendo a 48% do conteldo total e as
PLA, aparecem logo atrés, correspondendo apenas a 38% do mesmo veneno
(Fernandez, Alape-Giron et al., 2011).
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Diferencas nas quantidades relativas das 3FTx e PLA; podem refletir diretamente
nas atividades farmacoldgicas e bioldgicas dos venenos de Micrurus. Corraborando com
essa observacdo e com os resultados deste trabalho, o veneno de M. frontalis exibiram
uma atividade letal superior em camundongos e maior atividade fosfolipasica, quando
comparados ao veneno de M. lemniscatus (Cecchini, Marcussi et al., 2005). Um estudo
realizado por Moraes et al. demonstra que a DLso de M. frontalis é de 0,965 mg/kg em
camundongo com injecdo intraperitoneal, enquanto que para o veneno de M. ibiboboca
é de 0,990 mg/kg em camundongo (Moraes, Sousa-E-Silva et al., 2003). Por outro lado,
0 veneno das espécies M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus contém niveis
variaveis de atividade fosfolipasica, embora o veneno de M. frontalis apresente menor
atividade hidrolitica entre os trés venenos analisados (Tanaka, Maria De Fatima et al.,
2010). Em relacdo a resposta edematogénica, os venenos de M. lemniscatus (10,8
pg/camundongo) e M. ibiboboca (20,5 pg/camundongo) exibiram atividade superior,
enquanto o veneno de M. frontalis tem uma toxicidade superior (5,72 pg/camundongo)
(Sanchez, Freitas et al., 1992; Casais-E-Silva e Furtado, 1996).

No presente trabalho como comentado acima, o contetdo de PLA; foi 0 mesmo
para os venenos de M. frontalis e M. ibiboboca, enquanto o veneno de M. leminiscatus
apresentou uma composi¢cdo menor, 0 que demostra a variagdo no contetdo
fosfolipasico e, consequentemente, na sua atividade. Em contrapartida, outro grupo de
pesqueisa demonstrou que o contetdo de PLA; no veneno de M. ibiboboca é superior
ao do veneno de M. frontalis altirostris (Da Silva Junior, Griffin et al., 1991). Os
venenos de varias espécies de Micrurus possuem alta atividade fosfolipasica, porém
estas variam entre as espécies. Algumas PLA, apresentam atividade miotdxicas e estas,
também, podem sofrer variacdo de intensidade, dependendo da espécie (Tan e
Ponnudurai, 1992). O grupo de Gutiérrez demonstrou que 0s venenos de M.
nigrocinctus nigrocinctus, M. n. mosquitensis, M. carinicauda, M. frontalis, M. alleni, e
M. surinamensis induzem mionecrose em camundongo, em contrapartida veneno de M.

mipartitus ndo mostra atividade miotoxica (Gutiérrez, Lomonte et al., 1983).

Ainda, em relagdo a abundancia de 3FTx e PLA;, outros estudos realizados por
diferentes grupos corraboram com os resultado obtidos neste trabalho. No estudo

protedmico do veneno de M. surinamensis, por meio de analises no MALDI-TOF-TOF,
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verificou-se que a maior parte dos componentes proteicos deste veneno estdo na faixa
de massas moleculares entre 6 e 14 kDa, com um menor numero de proteinas com
massas moleculares abaixo de 4 kDa e acima de 30 kDa (Olamendi-Portugal, Batista et
al., 2008). Através de 1D-gel, foi demonstrado, também, que 0s venenos de Micrurus,
eram compostos por proteinas com massa molecular ente 6 e 16 kDa. Dentre as
serpentes analisadas nestes estudos estavam espécies como: M. frontalis, M. corallinus,
M. lemniscatus, M. spixii, M. surinamensis e M. carnicauda dumerilli (De Oliveira,
Assui et al., 2003). Entretando, essa composicdo de constituintes moleculares nédo é
exclusiva das serpentes do género Micrurus, outros venenos elapidicos possuem
caracteristicas moleculares semelhantes. A maior parte dos venenos de espécies de Naja
e Bungarus, sdo de proteinas com massas moleculares menores que 20 kDa, o que foi

observado por gel-1D (Nawarak, Sinchaikul et al., 2003).
5.1.2 Analise da composi¢ao dos venenos através 2D-gel

Os resultado obtidos nas analises por gel-2D, no que se refere as faixas de
massas moleculares e as cargas das proteinas, foram coerentes com os perfis protéicos
obtidos nas andlises de 2D-LC/MS, muito embora, o 2D-LC/MS, como esperado,
mostrou-se mais sensivel e com maior poder de resolucdo, sendo possivel o
reconhecimento de um ndmero maior de espécies moleculares. Entretanto, ambas as
técnicas podem ser usadas nos estudos protedmicos objetivando melhorar a
compreensdo da composicdo dos venenos, principalmente no que se trata de

identificacdo de proteinas por excisdo do gel e sequenciamento por MS/MS.

Os venenos de M. frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus e adicionalmente, o
veneno de M. spixii, mostraram uma distribuicdo de massa molecular e de valores de
ponto isoelétrico similares, com uma maior quantidade de proteinas catibnicas em
detrimento de proteinas ani6nicas. Este fato é sustentado, também, pelo perfil do 2D-
LC. Embora proteinas de alta massa molecular possam ser observadas (> 55 kDa), como
registrados também nas analises de MALDI-TOF-TOF do veneno de M. frontalis, um
maior grupo de proteinas com a faixa de massa molecular entre 6 e 21,5 kDa é evidente
no gel. Esta observacdo também é sustentada pelas analises de espectrometria de massa

das fragdes cromatogréficas.
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Os perfis de gel-2D obtidos neste trabalno mostraram-se similares a outros
venenos de Micrurus estudados por meio da mesma estratégia metodoldgica. O veneno
de M. pyrrhocryptus apresenta um grande numero de moléculas basicas, com a
existéncia de dois principais grupos de proteinas de massas moleculares de
aproximadamente 7 e 14 kDa. O veneno de M. surinamensis surinamensis apresentou
aproximadamente 30 proteinas, quando analisado por Gel-2D, sendo os spots mais
intensos detectados na faixa de massa molecular entre 11 e 25 kDa (Olamendi-Portugal,
Batista et al., 2008).

Em contraste, analises de gel-2D de outros venenos elapidicos mostram
diferentes padrbes de distribuicdo protéica, revelando uma importante variabilidade
entre os venenos de diferentes géneros dessa familia. Por exemplo, analises do veneno
de Naja kaouthia mostram componentes com massas moleculares entre 7 a 116 kDa,
com um grande numero de compontentes com altos valores de pl (Kulkeaw, Chaicumpa
et al., 2007). Ainda, no veneno de Pseudonaja textilis, foram detectadas proteinas de
massas moleculares que variavam entre 5 e 200 kDa (Birrell, Earl et al., 2006).

Nos resultados dos géis-2D aqui mostrados, humerosos spots apresentaram uma
distibuicdo horizontal em série, especialmente na faixa de massa molecular acima de 50
kDa. Tais spots sdo comumente constituidos por uma série de proteinas com diferentes
modificacdes pos-traducionais. O mesmo efeito foi observado no perfil eletroforético do
veneno de P. textilis, no qual algumas modificacbes pos-traducionais, incluindo
fosforilagdo, y-carboxilacdo e glicosilacdo, foram identificadas (Birrell, Earl et al.,
2006). Algumas toxinas como, LAO, PLA; e ainda 3FTX, ja foram mostradas por conter
modificacdes pos-traducionais, principalmente glicosilacGes (De Albuquerque Modesto,
Spencer et al., 2006; Osipov, Kasheverov et al., 2008; Ciscotto, Machado De Avila et
al., 2009). A maioria das 3FTx ndo apresenta nenhuma modificacdo pés-traducional,
embora algumas formas glicosiladas de citotoxina 3 tenham sido isoladas a partir do

veneno de N. kaouthia (Osipov, Kasheverov et al., 2008).

No presente trabalho foram observados spots com massas moleculares entre 20 e
30 kDa, nos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus. De acordo com
outro estudo, o veneno de M. f. frontalis contém PLA; basicas e acidas, que mostram

massas moleculares entre 21 e 23 kDa, e que tais proteinas reagem fortemente com
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anticorpos policlonais contra PLA; hipotensiva/hemorragica HT, de N. s. sacutatus
(Francis, Da Silva Junior et al., 1997). J4, no veneno de N. kaouthia, proteinas do
veneno com massas moleculares entre 25 e 35 kDa, foram identificadas por
sequenciamento de novo, embora nenhuma similaridade relativas a essas proteinas

tenham sido encontrada em bancos de dados (Kulkeaw, Chaicumpa et al., 2007).

Os sinais e sintomas de envenenamento por Micrurus sdo o resultado de um
progressivo bloqueio neuromuscular e, em Varios casos, a morte é resultado de parada
respiratoria. Alguns experimentos mostram que as mudancas neurofisiologicas
ocasionadas nos casos clinicos sao similares as induzidas por a-neurotoxinas (3FTXx) e
por PLA; (Goularte, Da Cruz-Hofling et al., 1999).

A grande variabilidade de isoformas de proteinas que comp®@e os venenos foi algo
bastante proeminente nos venenos analisados neste trabalho. A variabilidade na
composicdo dos venenos tem sido foco de estudo de varios grupos de pesquisa,
apresentando-se como um fenémeno bem documentado, que ocorre, principalmente,
entre espécies que apresentam uma grande distribuicdo geografica. Essa variablidade
ocorre em varios niveis, incluindo interfamilia, intergénero, inter e intraespécie. A
composi¢do do veneno pode ser influenciada pela origem geogréfica e héabitat da
serpente, variacdo sanzonal, dieta, idade e dimorfismo sexual (Chippaux, Williams et
al., 1991; Menezes, Furtado et al., 2006).

5.1.3 Identificacdo das familias de proteinas nos venenos de Micrurus

A determinacdo das estruturas primarias parciais de proteinas dos venenos de
Micrurus analisados foi realizada por degradacdo de Edman de proteinas obtidas na 2D-
LC e por sequénciamento por espectrometria de massa (MS/MS) de peptidos tripticos

oriundos do gel-2D.

As proteinas que tiveram sua sequéncia N-terminal determinada, mostram-se
similares a a-neurotoxinas de cadeia longa e curta, weak neurotoxina, PLA; ¢ B-
bungarotoxina de outras Micrurus e outras serpentes da familia Elapidae. Ainda, através
do sequencimento triptico proteinas forma identificadas como similares a PLA,, venom

proteins E2, Frontoxina Ill, weak neurotoxin, LAO, metaloprotease e proteina tipo
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lectina-tipo-C de outros venenos elapidicos e nos venenos de M. frontalis, M.

ibiboboca, M. lemniscatus e M. spixii.

Familias de proteinas com sequéncias correlacionadas as identificadas neste
trabalho, também foram identificadas, recentemente, nos venenos de M. nigrocinctus,
M. altirostris e M. corallinus. No veneno de M. nigrocinctus, através de
sequenciamento N-terminal e o sequenciamento por espectrometria de massa, foram
identificadas diferentes porteinas similares a PLA,, 3FTx, LAO, proteina tipo lectina-
tipo-C, metaloprotease, serino protease, ohanina e nucleotidase (Fernandez, Alape-
Giron et al., 2011). Por meio de analises protedbmicas conjugadas com analises
transcriptbmicas, as analises dos venenos de M. altirostris e M. corallinus mostraram a
ocorréncia de varias familias de toxinas similares as PLA,, 3FTx, inibidor de protease
tipo-kunitz, proteinas tipo lectina tipo-C, peptideos natriuréticos, metaloprotease,
veficolina, lipase acida liposomal, proteinas tipo Ohanina e tipo-wasprin (Corréa-Netto,

Junqueira-De-Azevedo et al., 2011).

No presente estudo, a maioria das proteinas foi identificada como similares a
PLA,. A idenficacdo das proteinas sustentam os dados de 2D-LC e do gel-2D,
indicando a presenca de PLA, é&cidas e basicas nos venenos de M. frontalis, M.
ibiboboca, M. lemniscatus e M. spixii. Da mesma forma, a presenca de PLA, acidas e
basicas nos venenos de M. frontalis, também, foi relatada anteriormente (Francis, Da
Silva Junior et al., 1997). Dados da literatura mostram que, de maneira geral, as PLA;
basicas com a¢do enzimatica sdo mais toxicas e apresentam um potencial farmacol6gico
maior que as formas neutras e 4cidas das PLA,, e evidenciam que o0s residuos de
aminoacidos basicos estdo diretamente ligados a potencia e a letalidades destas

proteinas (Kini e Evans, 1987).

Estudos experimentais descritos na literatura mostram varias atividades
enzimaticas detectadas nos venenos de Micrurus, como atividade fosfolipasica e L-
aminoacido oxidase (Tan e Ponnudurai, 1992). Sintomas neurotoxicos e atividades
incluindo cardiotoxicidade, hemolise, formacdo de edema, e miotoxicicidade também
sdo observados nos venenos de Micrurus (Weis e Mcisaac, 1971; Moussatché e
Melendez, 1979; Gutiérrez, Arroyo et al., 1986), o0 que corrabora com a presenca destas

enzimas nos venenos estudados.
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Neste trabalho mostrou-se a identificacdo de diferentes isoformas de PLA,. Na
literatura, o que se tem percebido é que os venenos de serpentes podem ser uma rica
fonte de multiformas de PLA,. Tais enzimas tornam-se interessantes, uma vez, que além
da sua acdo de digerir a presa, elas promovem varias agdes patoldgicas no ato do
envenenamento, através da inducdo de efeitos farmacoldgicos (Kini e Evans, 1987).
Com cerca de 120 residuos de amino&cidos e 6 ou 7 ligacbes dissulfetos, as PLA, séo
enzimas compostas por alfa-hélices e folhas-p (Dufton e Hider, 1983). Como ja
mencionado, algumas possuem acdo pré-sinaptica (B-neurotoxinas) com alvos
especificos na juncdo neuromuscular, promovendo a inibicdo da liberagdo de
neurotransmissores. Outras possuem atividades miotdxicas, despolarizando a membrana
de células musculares, levando a necrose (Mebs e Ownby, 1990). As PLA, podem ainda
apresentar atividade neurotdxica através da ligacdo na membrana de células nervosas,
catalizando a hidrdlise de fosfolipideos, com a producédo de lisofosfolipideos e &cidos
graxos livres (Rossetto, Morbiato et al., 2006).

Até recentemente, o veneno de M. corallinus era o Unico veneno de Micrurus
descrito que apresentava neurotoxinas pré e pds-sinapticas (Vital Brazil, 1987).
Entretanto, estudos farmacologicos recentes mostram a presenca de uma nova PLA2
pré-sinaptica no veneno de M. dumerilii carinicauda. A toxina (MiDCAL) apresenta
uma massa molecular de 15 kDa e produz blogueio irreversivel na transmissdo
neuromuscular de mamiferos e aves, sendo esse boqueio mediado pela ativacdo de
canais de Na" complementado pelo bloqueio de canais de K* (Dal Belo, Toyama et al.,
2005).

No presente trabalho, obteve-se uma sequéncia N-terminal de uma toxina pré-
sinaptica, isolada do veneno de M. lemniscatus, com massa molecular de 22.532,74 Da.
Tal proteina mostrou similaridade com o precursor da cadeia B da B-bungarotoxina do
veneno de Bungarus flaviceps flaviceps. A B-bungarotoxina € uma protein basica,
heterodimérica, com massa molecular de 21,8 kDa, composta por duas subunidades
polipeptidicas diferentes e classificada como uma toxina pré-sinaptica. A cadeia A
possui atividade fosfolipésica e a cadeia B possui estrutura primaria similar ao inibidor
de tripsina pancreatica bovina (Kondo, Toda et al., 1978). Anélises da estrutura

tridimensional desta proteina, obtida por meio de cristalografia, mostram, entretanto,
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que a conformacdo terciaria da cadeia B é muito diferente do que ocorre no inibidor de
tripsina pancreatico bovino, o que pode explicar a baixa atividade de inibicdo de

proteases pela cadeia B (Sharma, Karthikeyan et al., 1999).

Vaérias proteinas aqui identificadas nos quatro venenos analisados possuem
similaridades significativas com neurotoxinas da familia das 3FTx de outros venenos de
Micrurus e/ou outros serpentes da familia Elapidae. Algumas a-neurotoxinas tem sido
previamente descritas, sendo agrupadas baseadas na sua estrutura primaria, em
neurotoxinas de cadeia longa (65-72 residuos de aminoacidos e 5 ligacdes dissulfeto) e
neurotoxinas de cadeia curta (60-62 residuos com 4 ligagdes dissulfeto) (Harvey, 1991).
As B-neurotoxinas blogueiam a transmissdo nervosa por se ligarem aos receptores de
acetilcolina na membrana pés-sinaptica de musculos esqueléticos e neurbnios (Tsetlin,
1999).

Poucas neurotoxinas tem sido caracterizadas até o momento. Recentemente, em
um novo estudo foram isoladas seis novas a-neurotoxinas (Fontoxina | a V1) do veneno
de M. frontalis. Essas toxinas produzem bloqueio na juncdo neuromuscular através da
interacdo com receptores de acetilcolina nicotinicos na juncdo neuromuscular de sapo
(Moreira, Prates et al., 2010). Deve ser ressaltado, que no presente trabalho foi
identificado um peptideo no veneno de M. ibiboboca (AL/IDFSPTAHL/IVDDCQR)
que mostrou-se similar a uma isoforma da Frontoxina Ill, previamente descrita
(Moreira, Prates et al., 2010).

A primeira e completa sequéncia de aminoacidos de uma a-neurotoxina do
veneno de Micrurus, foi descrita a partir do veneno de M. nigrocinctus nigrocinctus
(Rosso, Vargas-Rosso et al., 1996). A presenca deste tipo de proteina, também, foi
detectada no veneno de M. lemniscatus carvalhoi. Este veneno mostrou alta reatividade
cruzada contra anticorpos anti-a-neurotoxina de cadeia curta e anti-a-bungarotoxin
(Cecchini, Marcussi et al., 2005). Na literatura tem sido explorado o potencial
farmaceutico deste tipo de toxina. Um exemplo ¢ a cobrotoxina, uma a-neurotoxina de
cadeia curta, isolada do veneno de Naja atra que mostrou uma Otima atividade
analgésica (Chen, Zhang et al., 2006). Algumas a-neurotoxina de cadeia curta e longa

foram identificada no veneno de M. surinamensis, através de digetdo triptica e
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sequenciamento por MS/MS, estas mostraram-se similares a neurotoxinas identificadas

no presente estudo.

No presente estudo, uma sequencia peptidica, identificada nos venenos de M.
frontalis e M. ibiboboca, mostrou similaridade significativa com venom protein E2
(Swiss-Prot ID: POCAR7.1) de M. pyrrhocryptus. A venom protein E2 ndo possui
similaridade significativa com nenhuma outra toxina Elapidica e, por essa razdo, foi
descrita como representante de uma nova familia estrutural nos venenos desta familia de
serpentes (Dokmetjian, Del Canto et al., 2009). A atividade bioldgica dessa proteina

permanece, até 0 momento, indeterminada.

Nos Géis-2D dos venenos de M. lemniscatus e M. spixii foi possivel identificar
peptideos relativos a proteinas de alta massa molecular (=55,4 kDa) similares as LAO.
Estas proteinas sdo flavoenzimas que catalizam a desaminacdo oxidativa de L-
aminoéacidos, com subsequente producao de a-ceto acidos, H,O, e amdnia. As LAOs
também apresentam diferentes atividades incluindo inducdo ou inibi¢do de agragacédo
plaquetaria (Li, Yu et al., 1994; Sakurai, Shima et al., 2003; Lu, Clemetson et al.,
2005), atividade anticoagulante (Sakurai, Shima et al., 2003), estimulacdo de formacéo
de edema (Stabeli, Marcussi et al., 2004; lIzidoro, Ribeiro et al., 2006; Wei, Wei et al.,
2007), atividades hemorragicas (Stabeli, Marcussi et al., 2004), antibacteriana, antiviral
e leishmanicida por mecanismos apoptoticos (Lu, Wei et al., 2002; Wei, Wei et al.,
2003; lzidoro, Ribeiro et al., 2006; Ciscotto, Machado De Avila et al., 2009). Embora
0S mecanismos apoptéticos ndo estejam completamente elucidados, sabe-se que tem o
envolvimento da producédo de H,O,, 0 que promove a oxidacdo de algumas proteinas na
membrana plasmatica (Suhr e Kim, 1996; Torii, Naito et al., 1997). As LAO sdo mais
bem caracterizadas em serpentes da familia Viperidae, embora tenha sido anteriormente
identificada no veneno de Micrurus (Olamendi-Portugal, Batista et al., 2008; Leao, Ho
et al., 2009).

Nos venenos de M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus foram identificados
peptideos tripticos cuja sequencia (YEEL/IQL/ITQR) se mostrou similar a
metaloproteases. Os spots dos quais foram feitas as extracdes dos peptideos mostraram-

se com valores baixos de pl, indicando uma caracteristica mais acida dessas proteinas,
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com massas moleculares dem torno de 55 kDa e entre 14,4 e 21,5 kDa, como observado

nos géis-2D.

As metaloproteases podem ser classificadas de acordo com a sua massa molecular
em: classe I, que apresentam massas moleculares entre 20-30 kDa; classe Il, com
massas moleculares ente 30-60 kDa e classe Il1, que sdo as maiores e mais potentes em
relacdo a atividade hemorragica, com massas moleculares entre 60-100 kDa (Bjarnason
e Fox, 1988). De acordo com essa classificagdo pode-se inferir que as metaloproteases
indentificadas neste trabalho sdo metaloproteases de classe I e Il. Apresentam em geral,
trés dominios: um dominio proteolitico, com a presenca de ions metélicos no sitio
catalitico (na maioria das vezes, Zn*?); um dominio desintegrina, responsavel pela
ligacdo a integrinas de plaquetas ou células endoteliais; e um dominio rico em cisteinas,

cuja funcdo ainda € desconhecida (Bjarnason e Fox, 1994).

A maioria das metaloproteases é caracterizada como hemorragicas, uma vez que
sdo capazes de produzir hemorragias na pele camundongos e ratos, por meio da
alteracdo da integridade dos capilares. Além desta atividade mostram, também,
atividades fibrinogenolitica, fibribolitica, apoptdtica, e ainda promovem a ativacdo de
protrombina e de fator X e inibicdo de agregacdo plaquetaria (Fox e Serrano, 2005).

A presenca de metaloproteases tem sido associada a venenos de outras espécies de
Micrurus e de outros Elapideos (Sun e Bao, 2010; Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo
et al., 2011). Entretando, pode-se notar que a atividade hemorragica ndo é uma
caracteristica que possa ser associada a todos estes venenos. O veneno de M.
pyrrhocryptus, por exemplo, ndo apresentou nenhuma atividade hemorragica quando
injetado na pele de ratos (Dokmetjian, Del Canto et al., 2009).

5.2 Analises anti-vendmicas

Foram realizados, neste trabalho, ensaios de reacdo cruzada entre diferentes
antivenenos (anti-M. corallinus, anti-M. frontalis, anti-M. ibiboboca e anti-Elapidico)
contra os venenos de M. frontalis, M. ibiboboca, M. lemniscatus e M. spixii. Entre os
antivenenos testados, observou-se que o anti-Elapidico foi o que melhor reagiu contra
todos os venenos, reconhecendo proteinas nas faixas de massas moleculares entre 6 e 15

kDa, 21,5 e 36,5 kDa e acima de 55 kDa. O veneno de M. frontalis foi o que teve o
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maior numero de proteinas reconhecidas, seguido dos venenos de M. ibiboboca e M.
lemniscatus. Algumas das proteinas reconhecidas por este antiveneno correspondem as
3FTx, PLA;, LAO e lectina tipo-C.

Mais recentemente, foi demonstrado que o ativeneno anti-Elapidico produzido
pelo Istituto Butantan (M. frontalis e M. corallinus 1:1) foi capaz de reconhecer varios
mas ndo todos os componentes de venenos outras espécies de Micrurus. Ainda, anélises
por 1D-immunoblotting mostraram que o veneno de M. corallinus e M. ibiboboca
tiveram um maior numero de componentes reconhecidos entre os venenos testados e
que as proteinas com massa molecular acima de 64 kDa nao foram reconhecidas. Ainda,
ensaios in vivo mostraram que os venenos de M. corallinus, M. frontalis, M.
lemniscatus, M. spixii e M. altirostris sdo extremamentes letais, e que ensaios de
neutralizacdo com soro anti-Elapidico do Butantan neutralizou efetivamente os venenos
de M. corallinus, M. frontalis e M. spixii, embora a neutralizacdo ndo tinha sido
observada nos venenos de M. altirostris e M. lemniscatus (Tanaka, Maria De Fatima et
al., 2010).

Em termos gerais, no presente trabalho, além do anti-Elapidico, os antivenenos
monovalentes anti-M. frontalis e anti-M. ibiboboca mostraram uma boa capacidade de
reconhecer todos os venenos. As mesmas familias de proteinas reconhecidas pelo anti-
Elapidico (FUNED) foram reconhecidas por estes antivenenos monovalentes. Em
contrapartida, o anti-M. corallinus reagiu fracamente com 0s venenos de M. frontalis,

M. lemniscatus, M. ibiboboca e M. spicxii.

Tal fato demonstra que, dentre as imunoglobulinas presentes no soro anti-
Elapidico produzido pela FUNED, aquelas produzidas contra o veneno de M. frontalis
sd0 as maiores responsaveis pelo reconhecimento das proteinas dos venenos. Como a
capacidade de reconheciemento geral do anti-M. corallinus € baixa, pode-se dizer que o
veneno de M. corallinus é pouco imunogénico, sendo efetivamente pouco responsavel

pelo reconhecimento das proteinas.

Em um trabalho anterior, foi demosntrado a reacdo cruzada de diferentes
antivenenos de Micrurus contra diferentes venenos desse género, porém por meio de

1D-immunoblotting. Como observado por estes autores, 0s antivenenos foram capazes
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de reconhecer proteinas de venenos diferentes, o que corrabora com os resultados deste
trabalho. O anti- M. corallinus reagiu com componentes de baixa massa molecular dos
venenos de Micrurus, e com proteinas que migraram com massa molecular similar a
cardiotoxina do veneno de Naja kauthia. O anti-M. frontalis reagiu melhor com os
venenos de M. lemniscatus e M. spixii, quando comparado com a reagdo com 0S
venenos de M. frontalis e M. ibiboboca. O anti-M. spixii reagiu fortemente com o
veneno de M. spixii, sequido de M. frontalis. O veneno de M. lemniscatus mostrou forte

reacao contra o anti-Elapidico utilizado (Prieto Da Silva, Yamagushi et al., 2001).

No presente trabalho, em alguns casos, o immunoblotting revelou fraco
reconhecimento de proteinas com massas moleculares em torno de 6 a 14,4 kDa,
idenficadas como da familia das 3FTx e PLA,. O fraco reconhecimeto de proteinas
dessa familia estrutural por antivenenos torna-se um fato preocupante, uma vez que
essas proteinas representam os componentes mais toxicos dos venenos de Micrurus e
outros venenos da familia Elapidae. Embora, tenha sido notado que o anti-M. ibiboboca
apresentou um forte reconhecimento de proteinas de baixa massa molecular, que

correspondem as 3FTX.

Estudos anteriores demostraram também o baixo poder de reconhecimento das
3FTx e das PLA; (Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011; Fernandez, Alape-
Giron et al.,, 2011). O perfil de imunoreatividade de antivenenos anti-Elapidicos,
produzidos pelo instituto Butantan, contra o veneno de M. altirostris, mostrou fraco
reconhecimento de proteinas de baixa massa molecular (3FTx e PLA;) comparado com
moléculas de alta massa molecular (serino protease, metaloprotease, LAO, proteina tipo
lectina) presentes nos venenos (Corréa-Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011). O
immunoblotting realizado usando o veneno de M. nigrocinctus contra 0 antiveneno
monovalente anti-M. nigrocinctus revelou um fraco reconhecimento de componentes
das 3FTx, um leve reconhecimento de PLA; e um reconhecimento superior de proteinas
de alta massa molecular (Fernandez, Alape-Giron et al., 2011). Em outro estudo, a
reacdo cruzada dos venenos de M. frontalis, M. corallinus, M. ibiboboca, M.
hemprichii, M. spixii, M. fulvius, M. altirostris, M. surinamensis e M. lemniscatus

revelaram que antivenenos monovalentes e polivalentes (anti-M. corallinus, anti-M.
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frontalis, anti-M. spixii and anti-Elapidico) reconheceram componentes na faixa de
massa de 14,8 a 64,2 kDa (Tanaka, Maria De Fatima et al., 2010).

A correlagdo entre a massa molecular de uma determinada proteina do veneno e
sua imunodeplecdo por imunoglobulinas dos antivenenos é um fato conhecido, uma vez
que a area superficial da proteina, que é diretamente porporcional a massa molecular, é
muito importante para provocar a resposta imunolégica no ato da imunizagdo (Corréa-

Netto, Junqueira-De-Azevedo et al., 2011).

Dos venenos ensaiados, a menor imunogenicidade foi do veneno de M. spixii.
Nesse veneno, poucas proteinas reagiram com o anti-M. corallinus, anti-M. frontalis,
anti-M. ibiboboca e anti-Elapidico. Esse resultado pode ser explicado, uma vez que 0
veneno de M. spixii usado foi de espécimes originarios do Peru, enquanto o veneno de
M. frontalis, M. ibiboboca e M. lemniscatus foram coletados em serpentes brasileiras.
Varios estudos tém demostrado a grande variacdo dietética, ontogenética, geografica e
intraespecifica na composicdo dos venenos de serpentes (Chippaux, Williams et al.,
1991; Warrell, 2004; Sanz, Gibbs et al., 2006). A variabilidade na composi¢do de
venenos tem sido estudada por eletroforese uni e bidimensional, sistemas de
cromatografia e técnicas de espectrometria de massa (Fry, Wister et al., 2003; Guércio,
Shevchenko et al., 2006; Menezes, Furtado et al., 2006; Calvete, Escolano et al., 2007).

Hoje em dia, no Brasil, o antiveneno anti-Elapidico é fabricado pela
hiperimunizacdo de cavalos com quantidades iguais de venenos de M. corallinus e M.
frotalis pelo Instituto Butantan, e com proporcdes diferentes de ambos os venenos pela
FUNED (85% M. frontalis e 15% de M. corallinus). Comparando os resultados anti-
vendmicos da literatura relacdo ao soro produzido pelo Instituto Butantan com o0s
resultados obtidos neste presente trabalho, torna-se claro a necessidade imediata de mais
estudos que possam promover uma melhoria na pordugdo de soro, uma vez que
observa-se que nem todas as espécies de Micrurus tem seu veneno imunodepletado
pelos antivenenos comerciais. Além disso, ndo sdo todas as familias de proteinas que
sdo reconhecidas pelas imunoglobulinas presentes nos mesmos. Extratégias de
imunizagdo, tendo como primeira visdo, a escolha efetiva do veneno a ser utilizado no

processo de imunizacao € de extrema importancia.
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Nossos resultados trazem uma contribuicdo neste ambito, uma vez que
demonstram que a alteracdo do veneno de M. corallinus para o veneno de M. ibiboboca
no protocolo de imunizacdo pode constituir uma via alternativa para aumentar a
capacidade de reconhecimento do soro polivalente. Tal fato seria alcancado
primeiramente, devido a capacidade do anti-M. ibiboboca em reconhecer com maior
sensibilidade as proteinas da familia das 3FTx, quando comparado com 0 veneno de
anti-M. corallinus. O anti-M. corallinus apresenta uma baixa capacidade de
reconhecimento de proteinas com massas moleculares entre 6 e 14,5 kDa, como
mostrado neste trabalho e por Tanaka et al. (2010), que sdo as proteinas mais
representativas nos venenos e sdo as responsaveis pelo carater letal do mesmo. Vale
ressaltar, entretanto, que a utilizacdo do veneno de M. ibiboboca para a fabricacdo do
soro anti-Elapidico é, realisticamente, uma alternativa invidvel, devido a escasses dessa

espécie.

No que se refere aos protocolos de imunizagdo para producdo de soro antiofidico,
pouco esfor¢o tem sido feito para melhoria na produgdo do mesmo. Na verdade, no
ultimo século, poucas mudancas tém sido observadas, principalmente na tentativa de
direcionar a resposta imune para proteinas mais tdxicas, uma vez que, nos venenos, ha
varias proteinas ndo toxicas, porém varias toxicas mas ndo imunogénicas (Wagstaff,
Sanz et al., 2009). Além, da alteracdo do veneno no protocolo de imunizagdo, outras
formas alternativas como protocolos de imunizacdo com toxinas especificas, tornam-se
uma alternativa para melhorar a eficiéncia no reconhecimento das proteinas dos
venenos. A utilizagdo de proteinas das familias das 3FTx e PLA2, mostra-se essencial
nesse processo, pelos seguintes fatos: 1) sdo as proteinas mais abundantes nos venenos;
I1) sdo as responsaveis pela maior parte dos efeitos bioldgicos causados pelo
envenenamento, principalmente os efeitos neurotoxicos, I11) encontram-se nos venenos
como varias isoformas proteicas e IV) apresentam menor reconhecimento pelos

antivenenos comerciais.

Desta forma, estudos relacionados aos epitopos dessas proteinas, conciliados a
abordagens de bioinforméatica podem prover um conhecimento mais apuradado dos
motivos protéicos mais imunogénicos, tanto para geracdo de proteinas recombinantes,

quanto para a producdo de peptideos sintéticos que possam ser utilizados nos protocolos
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de imunizag8o. Ainda, pesquisas protedmicas conciliadas as pesquisas anti-venémicas,
como feitas no presente trabalho, ajudam na elucidacdo mais apurada da composi¢do do
veneno, além de propiciar a identificacdo de proteinas que estejam diretamente

relacionadas a toxicidade e imunogenicidade dos venenos.
5.3 Ensaio de atividade anti-Leishmania e citotoxicidade em macrdéfago

Os dados protedbmicos e anti-vendmicos deste trabalho, revelaram a importancia
da familia das 3FTx na composi¢do do veneno. Foi visto que os venenos de Micrurus
apresentam vérias isoformas dessas proteinas com similaridades as o-neurotoxinas de
cadeia curta e longa e as citotoxinas. Ainda em relacdo aos resultados proteébmicos, a
separacdo destas isoformas foi obtida com certa facilidade para o veneno de M.
lemniscatus. Com base nessas informacdes, e com o intuito de realizar ensaios de
citotoxicidade com proteinas dessa familia, 0 veneno dessa espécie foi submentido a
ciclos de fracionamento visando a purificacdo de isoformas de toxinas dessa familia.
Através de trés etapas cromatograficas (cromatografia de troca cationica e duas de fase
reversa) duas proteinas da familia das 3FTx, denominadas MI16435 e MI6504, com
massas moleculares de 6435,4 Da e 6504,6 Da, respectivamente, foram purificadas a
partir do veneno de M. leminiscatus. Ambas as proteinas apresentaram atividade

citotoxica em células de L. (L.) amazonensis e em macrofagos de camundongos.

As proteinas Ml 6435 e MI6504 mostraram-se similares a a-neurotoxinas de
cadeia curta e longa, de outras espécies de Micrurus e outros Elapidios, sendo que a Ml
6435 apresentou similiridade, também, com citotoxinas. De acordo com a literatura, as
neurotoxinas de cadeia curta e longa e as citotoxinas fazem parte da familia de proteinas
ndo enzimaticas, conhecidas como three-finger toxins, que possuem de 60 a 74 residuos
de aminoacidos (Endo e Tamiya, 1991). A caracteristica marcante desta familia é sua
estrutura tridimensional, que formam trés loops com folhas B, que emergem de um

centro hidorfdbico e globular (Tsetlin, 1999).

Além de mostrarem diferencas em relacdo a estruturacdo primaria, essas
proteinas apresentam atividade biologica distintas. As a-neurotoxinas antagonizam
receptores nicotinicos de acetilcolina, enquanto as citotoxinas exercem sua atividade por

meio da formagdo de poros nas membranas das células (Bilwes, Rees et al., 1994;
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Tsetlin, 1999). Vale ressaltar, que fazem parte das 3FTx outras proteinas como as k-
bungarotoxinas, toxinas muscarinicas, fasciculinas, calciceptina, dendroapsinas, sendo

que cada uma apresenta um mecanismo de acéo distinto (Kini e Doley, 2010).

A sequéncia N-terminal da proteina MI6435 apresentou 70% de similaridade
com sequéncia da a-neurotoxina de cadeia curta M11, do veneno de M. surinamensis
(Olamendi-Portugal, Batista et al., 2008). Por meio de alinhamento das sequéncias
observou-se que 0s motivos estruturais mais similares entre estas duas sequéncias séo
LKCY e TCP+G (onde + corresponde a um residuo de E na M16435 e um residuo de Q
na proteina M11), havendo a troca de um aminoacido carregado positivamente por um
aminoacido neutro. Esta proteina mostrou, também, 66% de similaridade com
Citotoxina 3 de Naja haje annulifera (Joubert e Taljaard, 1980b), dentre outras
citotoxinas (Louw, 1974; Joubert e Taljaard, 1980a; Bougis, Tessier et al., 1983;
Dubovskii, Lesovoy et al., 2005). Além do motivo estrutural LKCY, a similaridade

entre a M16435 e a Citotxina 3, também, foi observada para o motivo TCPEG.

A sequéncia N-terminal da proteina MI16504 apresentou 69% de similaridade
com a sequéncia da proteina Mn4 ligadora a receptores nicotinicos, de M. nigrocinctus
(Alape-Girdn, Stiles et al., 1996), uma a-neurotoxina de cadeia curta. O alinhamento
dos residuos de aminoacidos entre as duas sequéncias mostrou trés motivos estruturais
similares. O primeiro ¢ +KCY, onde na sequéncia da proteina M16504 o + indica uma
isoleucina e na proteina Mn4, indica uma leucina, sendo ambos o0s aminoacidos
carregados positivamente. O segundo motivo estrutural similar é o TCP+G, onde o +
equivale a um E na primeira proteina e um Q na segunda proteina. O terceiro motivo
estrutural comum € o CEKY. A proteina estudada, também, mostrou-se Similar a a-
neurotoxina de cadeia curta M11, do veneno de M. surinamensis (Olamendi-Portugal,
Batista et al., 2008). O motivo estrutural +KCY, também mostram-se similar entre as
duas sequéncias, assim como os motivos TCP+G, (+ € um E na primeira sequéncia e um
Q na segunda), e o motivo CEK+ (onde + é um Y na primeira seuquéncia e um F na
segunda). Observa-se assim, a troca de aminoacidos positivos, no primeiro motivo, de
um aminoacido carregado por um neutro no segundo motivo, e dois aminoacidos

hidrofobicos no terceiro motivo.
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Dentro da familia das 3FTx, as citotoxinas e as a-neurotoxinas de cadeia curta
sdo duas classes de proteinas diretamente relacionadas. Estruturalmente, ambas as
classes de proteinas apresentam de 59 a 62 residuos de aminoacidos e quatro ligacdes
dissulfetos conservadas (Kini, 2002). Além dos oito residuos de cisteinas conservados
encontrados em uma regido central na estrutura tridimensional, a maioria das 3FTx
apresentam residuos aromaticos, também conservados, necessarios para o enovelamento
da proteina e que ajudam na estruturagao das folhas B antiparalelas (Antil, Servent et al.,
1999; Torres, Kini et al., 2001). A distribuicdo de aminoacidos apolares e polares entre

estas classes de proteinas sdo semelhantes (Kumar, Jayaraman et al., 1997).

Através dos alinhamentos das proteinas MI 6435 e MI 6504 notou-se que 0S
residuos de cisteinas mostraram-se altamente conservados entre estas proteinas e as
sequéncias das similares de proteinas de outras serpentes. Segundo dados da literatura,
analises de estrutura primaria e de modelagem molecular, demonstram que as 3FTX
apresentam oito residuos de cisteinas conservados que formam quatro ligacdes
dissulfeto. Estas se agrupam formando um ndcleo hidrofébico, de onde emergem trés
loops, dando a estruturacdo de trés digitos, estes loops sdo chamados de F1, F2 e F3
(Kini e Doley, 2010). Uma quinta ligacdo dissulfeto pode ser encontrada no F2 das a-
neurotoxinas de cadeia longa, ajudando na formagdo de um pequeno segmento
helicoidal (Endo e Tamiya, 1991).

Comparando as sequéncia N-terminais das proteinas Ml 6435 e Ml 6504, com 0s
alinhamentos de diferentes 3FTx de diversos organismos, realizadas por (Galat, Gross et
al., 2008), pode-se dizer que:1) as regides entre C1 e C13 que correspondem ao motivo
CYVSFNKEVTC, na Ml 6435 e ao motivo CYVLRDKEDTC, na proteina M| 6504
fazem parte da composicao da al¢a F1; 2) os motivos entre a C13 e C20 corresponde a
Lk1, que é a regido de volta B, que liga a alca F1 ao F2; 3) o motivo que vai de C20 a
G30 (CEIDVVPTTHG) na proteina Ml 6435 e o motivo que vai de C20 a Q36
(CEKYDVPATHGNVITVQ), formam a alga F2.

No alinhamento entre os residuos de aminoacidos das proteinas Ml 6435 e Ml
6504, com as outras 3FTX, nota-se a similaridade abrangendo regides apolares com
residuos de lisina (K) presentes. Segundo estudos de estrutura-funcdo, os sitios

citoliticos sdo formados por aminoacidos hidrofobicos e basicos. Através de
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modifica¢bes quimicas os sitios citoliticos das citotoxinas foram mapeados (Kini, R. e
Evans, H. J., 1989). Estes sitios sdo formados pelos trés alcas, onde existe uma regido
significativamente hidrofébica que extende do meio ao fim de todos as alcas, com a
presenca de residuos de lisina carregados positivamente. A modificacdo da carga desses
residuos de lisina, mostrou que a citotoxina nativa e a com modificacdo positiva
apresentaram atividade citolitica, enquanto a atividade mostrou-se ausente nas
citotoxinas com residuos modificados negativamente e sem cargas (Kini, R. M. e Evans,
H. J., 1989).

Por meio da pesquisa de similaridade, alinhamento e da determinacdo das
massas moleculares das proteinas Ml 6435 e Ml 6504, pode-se dizer que ambas sdo da
familia das 3FTx, além de inferir que possam se tratar de a-neurotoxinas de cadeia curta
ou citotoxinas. A determinacdo da sequéncia primaria completa das proteinas, além de
ensaios de citotoxicidade e neurotoxicidade podem auxiliar na classificacdo destas
proteinas.

Entretando, em ensaios bioldgicos posteriores, as proteinas Ml 6435 e MI 6504
mostraram se tratar de proteinas citotoxicas. Ambas foram toxicas para formas
amastigotas de L. (L.) amazonensis e para macrofagos isolados de camundongo, o que
pode levar a identificacdo dessas proteinas como citotoxinas.

A capacidade litica das citotoxinas isoladas de venenos de serpentes ja foi
ensaiada em eritrocitos, células epiteliais e linhagens de células tumorais (Dufton e
Hider, 1988; Kumar, Jayaraman et al., 1997; Feofanov, Sharonov et al., 2004). Analises
experimentais, tem demonstrado que a regido hidrofdbica, formada pelos loops F1 e F3,
representam o principal motivo de ligacdo a membrana das células. Tal ligacdo acarreta
defeitos na bicamada lipidica levando a formacéo de poros (Chiang, Chien et al., 1996),
ap6s a ligacdo dos sitios farmacoldgicos das proteinas aos alvos anibnicos na
membrana, como por exemplo, fosfotidilserina (Konshina, Boldyrev et al., 2011).

Outros estudos demonstram que algumas citotoxinas séo capazes de penetrar nas
células e interagir com alvos intracelulares, como mitocondrias e lisossomos (Feofanov,
Sharonov et al., 2005). Ainda, podem afetar a atividade de algumas proteinas de
membrana como proteina cinase C, ATPase dependende de Na*/K" e integrinas (Chiou,

Raynor et al., 1993; Kumar, Jayaraman et al., 1997).
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No presente trabalho, a proteina MI 6435, cuja sequéncia de aminoacidos
mostrou similaridade com varias citotoxinas de serpentes do género Naja, foi capaz de
matar 48% das células de Leishmania e 14,7% de macrofagos, na concentracdo de
50ug/mL. Em outros estudos, a atividade litica, também, foi observada pela acdo da
Citotoxina Ill, isolada do veneno de Naja naja atra, em linfdcitos T e células cardiacas
(Su, Su et al., 2003), sustentando a afirmativa da MI 6435 ser uma citotoxina. A
citotoxina 111 induz apoptose em linfécitos T CD®+, tendo inicio através da interacdo
com proteinas na membrana da célula (Su, Su et al., 2003).

Comparando a atividade citotdxica das proteinas Ml 6435 e MI 6504, nota-se
que a primeira mostra-se mais toxica para as células de Leishmania e macréfagos. E que
a célula mais susceptivel as proteinas de isoladas de M. lemniscatus sdo as células de
Leishmania. Da mesma forma, diferencas de citotoxicidade sdo observadas por outras
toxinas da familia Elapidae. Feofanov, Sharonov et al (2004) mostraram que as
Citotoxinas 1 e 2 de Naja oxiana, Citotoxina 3 de Naja kaouthia e Citotoxina 1 e 2 de
Naja haje apresentam diferentes niveis de toxicicidade em células leucémicas
promieloblasticas de humano (HL 60), células mielomonociticas de camundongo
(WEHI-3) e células eritroleucémicas de humanos (K562).

A variagdo na composicdo dos aminoacidos das citotoxinas influencia
diretamente a sua ligacdo com vesiculas lipidicas, sua capacidade de despolarizacéo de
miocitos e atividade hemolitica (Dufton e Hider, 1988; Chien, Chiang et al., 1994).
Modificagbes de alguns residuos de aminoacidos, principalmente de residuos de lisina
(Lis-12), no primeiro loop de uma citotoxina de N. nigricollis foram capazes de afetar a
sua capacidade de lisar células epiteliais, devido a mudanca de carga, sem promover

alteracdo estrutural (Menez, Gatineau et al., 1990).

Da mesma forma, a perda de aminoacidos positivos no loop Il da Citotoxina Il
de Naja naja atra e a auséncia de aminoacidos aromaticos no loop | alteram a ligacédo
das proteinas a membrana, assim como sua capacidade citolitica (Stevens-Truss e
Hinman, 1997). No presente estudo, ambas as proteinas apesar de mostrarem
similaridades em termos de basicidade (ambas sdo eluidas na mesma concentracdo de
NaCl) e de composicdo primaria, apresentam diferencas de citotoxicidades e trocas
pontuais de residuos de aminoacidos, ao menos na porcdo da sequencia primaria

avaliada.
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Assim sendo, pode-se inferir que o potencial citotdxico das proteinas Ml 6435 e
MI 6504 esta correlacionado com as sequéncias de aminoacidos das mesmas. No motivo
que forma a alca 1 da proteina MI 6435, encontra-se um residuo de lisina (K), cuja carga
positiva pode estar diretamente relacionada a interacdo dessa proteina com a membrana
das células. Em contrapartida, apesar de conter dois residuos de aminoacidos carregados
positivamente (R e K), ocorre a presenca, também, de trés residuos com cargas
negativas (D, E, D). A presenca destes aminoacidos carregados negativamente pode
diminuir a interacdo da proteina com os lipideos de membrana das células, diminuindo

assim a sua atividade citotoxica.

Algumas citotoxinas mostram-se toxicas para cardiomidcitos, induzindo a
despolarizacéo destas células através da abertura de canais Ca** e inibicdo de canais de
K" voltagem dependentes, provavelmente pela interagdo com proteinas de membrana
(Feofanov, Sharonov et al., 2004). Sabe-se que os canais de K* voltagem dependentes
sd0 expressos em grande nimero na membrana macrofagos, estando associados com
migracdo, proliferagcdo, ativacdo e producdo de citocinas pelos mesmo (Vicente,
Escalada et al., 2003). Tal fato pode explicar a susceptibilidade dos macréfagos as
proteinas MI 6435 e MI 6504, indicando que existem possiveis alvos proteicos ou

lipidicos na membrana dos mesmos.

Para que as proteinas Ml 6435 e MI 6504 fossem utilizadas como futuras
moléculas medicamentosas, seria desejavel que ambas ndo apresentassem toxicidade em
celulas de mamiferos. Entretanto, tal fato ndo foi observado. A toxicidade em
macrofagos se apresentou menor em relacdo a toxicidade em Leishmania, o que pode
ser explicado , provavelmente, devido as composic@es lipidica e protéica encontradas
em ambas as células. Ainda, a porcentagem de morte dos macrofagos foi menor com a
utilizacdo da anfotericina B que quando ambas as proteinas foram utilizadas. Estudos de
citotoxicidade mais aprofundados deverdo ser realizados, no intuito de correlacionar o

poder toxico da anfotericina B com estas proteinas.

Entretando, & partir da caracterizacdo bioquimica parcial e da caracterizacdo
bioldgica, pode-se isolar duas novas proteinas da familia das 3FTx, do veneno de M.

lemniscatus, que apresentam citotoxicidade em formas amastigotas de L. (L.)
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amazonensis e macrofagos de mamiferos. Esse estudo revelou resultados pioneiros no

estudo do veneno de Micrurus.
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6. Conclusdo

139




6 Conclusoes

Neste trabalho, as andlises proteémicas dos venenos de M. frontalis, M.
ibiboboca e M. lemniscatus, por meio de técnicas de cromatografia liquida uni e
bidimensional e andlises por espectrometria de massa revelaram que proteinas com
massa entre 6 e 8 kDa e entre 12 e 14 kDa séo as mais abundantes nos venenos. Tais
massas moleculares correspondem, principalemente, as proteinas das familias das 3FTx

e PLA,, respectivamente.

Além disso, esses venenos sdo compostos por relativamente poucas familias
estruturais, uma vez que uma baixa diversidade de massas moleculares foi observada,
formando trés grandes grupos distintos de massas moleculares Entretanto, cada familia
estrutural é rica em isoformas proteicas que apresentam caracteres de carga e de
hidrofobicidade distintos.

Nos venenos das espécies de Micrurus analisados foram identificadas por
similaridade de estruturas primarias proteinas como: a-neurotoxinas de cadeia curta e
longa, weak neurotoxina, PLA; e -bungarotoxina, venom proteins E2, Frontoxina IlI,
LAO, metaloprotease e proteina tipo lectina tipo-C.

As analises anti-vendmicas demonstraram a rea¢ao cruzada entre 0s antivenenos
mono e polivalentes de Micrurus e 0s veneno das espécie M. frontalis, M. ibiboboca, M.
lemniscatus e M. spixii.

O antiveneno anti-Elapidico polivalente produzido pela FUNED, mostrou maior
capacidade de reconhecimento das proteinas dos venenos analisados, quando
comparado aos antivenos monovalentes (anti-M. frontalis, anti-M.corallinus e anti-M.
ibiboboca). Proteinas das familias das 3FTx, PLA;, LAO e lectina tipo-C foram
reconhecidas por este antiveneno.

Os antivenenos monovalentes anti-M. frontalis e anti-M. ibiboboca mostraram,
também, uma boa capacidade de reconhecer proteinas de todos os venenos testados.
Proteinas como 3FTx, PLA,, LAO e lectina tipo-C, também foram reconhecidas nestes
venenos. Entretanto, o anti-M. corallinus reagiu fracamente com o0s venenos de M.

frontalis, M. lemniscatus, M. ibiboboca e M. spixii.
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A alteragdo do veneno de M. corallinus para o veneno de M. ibiboboca no
protocolo de imunizagdo pode constituir uma via alternativa para aumentar a capacidade
de reconhecimento do soro polivalente, embora esta sugestdo seja inviabilizada pela
baixissima disponibilidade de espécimes e, comsequentemente, do veneno de M.
ibiboboca.

Anédlises pioneiras foram realizadas com veneno de M. lemniscatus. Duas novas
proteinas da familia das 3FTx foram purificadas a partir deste veneno. As proteinas
denominadas, MI16435 e MI6504, com massas moleculares observadas de 6435,4 Da e
6504,6 Da, foram similares a a-neurotoxinas de cadeia curta e longa e a citotoxinas,
sendo classificadas como citotoxinas. Ambas mostraram-se toxicas para formas
amastigotas de L. (L.) amazonensis e macrofagos de mamiferos.

A composicdo de aminoacidos das proteinas MI6435 e MI6504, principalmente
em relagdo a distribuicdo de cargas, pode estar diretamente relacionada ao seu poder
citotdxico, o que leva a proteina MI6435 mostrar maior percentual de morte de células
de Leishmania e de macrofagos quando comparada a proteina M16504.

De forma geral, o presente trabalho contribui para o conhecimento dos venenos
de Micrurus abrindo novas pespectivas, ndo apenas na identificacdo de novas proteinas
e de suas atividades biol6égicas mas, principalmente, trazem novas visdes para melhorias

na fabricacdo de soro antiofidico.
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