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RESUMO

Introdugdo: O envenenamento pela serpente Micrurus surinamensis é bem descrito
por sua neurotoxicidade. O quadro neurotdéxico evidenciado em individuos
envenenados se da pela predominancia de toxinas do grupo three-finger toxins
(3FTx) e fosfolipases do tipo A2 (PLA2). Recentemente, foi observada em estudo
com cobaias, a capacidade cardiotoxica deste veneno. Objetivo: O foco deste
trabalho foi purificar uma toxina com potencial cardiotoxicidade. Metodologia: Para
isto, foram realizadas trés diferentes cromatografias partindo do veneno total,
analisando o perfil proteico por SDS-PAGE e identificando as fragbes cardiotdxicas
por ensaio de viabilidade celular em cardiomioblastos (linhagem H9c2) entre cada
etapa cromatografica. A fragcdo mais homogénea que apresentou cardiotoxicidade foi
submetida a sequenciamento manual. Resultados: Diferentes fracbes apresentaram
atividade, sendo uma destas fragdes composta por uma lectina do tipo-C de
serpente (LTC). Frente a exposicdo da H9c2 a LTC purificada, a concentragéao
efetiva capaz de levar a redugdo da viabilidade celular em 50% (EC,,) foi de
9.8ug/mL. Além disso, as células incubadas com esta cardiotoxina formam
agregados celulares, o que indica que ligacbdes cruzadas estdo sendo formadas e,
possivelmente, essa LTC se trata de uma lectina do tipo-C que mantém os motivos
de ligagdo a carboidratos. Conclusdao: Determinou-se que diferentes constituintes
presentes no veneno de Micrurus surinamensis apresentam potencial cardiotéxico,

sendo um destes uma LTC.

Palavras-chave: Cardiotoxicidade, caracterizagao, lectina-tipo C, veneno.



ABSTRACT

Introduction: Poisoning by Micrurus surinamensis snakes leads patients to a well
described neurotoxic effect. These clinical effects are caused by three-finger toxins
(3FTx) and phospholipase A2 (PLA2), which are the most abundant compounds in
this snakes’ venom. Nevertheless, a cardiotoxic effect of whole venom was described
in guinea pig. Objective: This project aimed to purify one protein capable of inducing
cardiotoxicity. Methods: Starting from whole venom, three chromatography steps
were performed, screening for the cardiotoxic fractions by viability assay in
cardiomyoblasts (H9c2) and analysing their profile by SDS-PAGE. The most
homogeneous cardiotoxic fraction was sequenced by de novo sequencing. Results:
Different fractions showed cardiotoxicity, one of them was constituted by a snake
C-type lectin. This purified C-type lectin reduced H9c2 viability by 50% (EC,,) in a
concentration of 9.8ug/mL. Cells exposed to this cardiotoxin formed aggregates,
indicating that this C-type lectin maintained its carbohydrate-binding motif.
Conclusion: Therefore, we demonstrated that different components in Micrurus
surinamensis venom were cytotoxic to cardiomyoblasts in vitro, identifying one of

them as a C-type lectin.

Keywords: Cardiotoxicity, characterization, C-type lectin, venom.
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1.  INTRODUGAO

11. Ofidismo

Os acidentes relacionados ao envenenamento por serpentes, sao também
chamados acidentes ofidicos. Estes acidentes foram reincluidos em junho de 2017
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no grupo de doencgas tropicais
negligenciadas, uma vez que haviam sido removidos em 2013 (CHIPPAUX, 2017). A
inclusdo dos acidentes ofidicos neste grupo se deve principalmente ao fato de que
0sS mesmos ocorrem em paises de clima tropical e em desenvolvimento, afetando
principalmente pessoas em zona rural e de baixa renda (RORIZ et al., 2018).
Segundo dados publicados pela Wellcome Trust (2019), a cada cinco minutos, 50
pessoas sao mordidas por serpentes. Destas cinquenta, vinte e cinco sao
envenenadas, quatro apresentam sequelas permanentes e uma morre. Anualmente,
em torno de 1.8 milhdo de pessoas sao afetadas, levando de 81 mil a 138 mil mortes
(OMS, 2019). No entanto, a notificacdo de casos € baixa e, portanto, os dados séo
subestimados (LONGBOTTOM et al., 2018).

O envenenamento destes individuos se da pela injecdo de toxinas a partir da
mordida de serpentes. As presas destes animais sao especializadas, capazes de
penetrar na pele do individuo (DU PLESSIS; BROECKHOVEN; LE ROUX, 2018),
inoculando o veneno a partir de ductos que as conectam a glandula de veneno
(GUTIERREZ et al., 2017). Apesar deste sistema, podem ocorrer as chamadas
“‘mordidas secas”, em que nao ocorre a inoculagdo de veneno e, consequentemente,
ndao ha envenenamento (NAIK, 2017). Quanto as presas especializadas, as
serpentes sao separadas em quatro classes: solendglifas, com as presas moveis e
na porcao anterior do maxilar, no qual estdo incluidas as serpentes da familia
Viperidae; proteroglifas, como serpentes da familia Elapidae sao classificadas,
apresentando presas fixas e também na porgao anterior (Figura 1); opistéglifas, com
presas especializadas localizadas na regido posterior do maxilar e; aglifas, que
possuem os dentes com tamanhos aproximados e, ao contrario dos outros grupos,
nao apresentam sulcos, portanto ndo sendo consideradas presas especializadas
(BERKOVITZ; SHELLIS, 2017). Além do envenenamento pela mordida, algumas
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serpentes sdo também capazes de cuspir veneno que, uma vez em contato com os
olhos, leva a oftalmia (TAN, N; WONG, KY; TAN, C, 2017).

Solendglifa - Viperidae Proterdglifa - Elapidae

Figura 1: Cranio de serpentes e presas especializadas das classes solendglifa e
proteréglifas. A esquerda, esquema de presa especializada de serpentes da familia
Viperidae, classificadas como solendglifas, por apresentarem presas maiores € que sao
flexiveis. Serpentes da familia Elapidae (Imagem a direita) sado classificadas como
proterdglifas, pela presenca de presas menores e imoveis na por¢ao anterior da mandibula .
(Adaptado: DEUFEL, CUNDALL, 2006).

Grande parte das serpentes mais importantes estdo compreendidas nas
familias Elapidae e Viperidae (GUTIERREZ et al., 2017). Segundo dados do Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), no Brasil, existem quatro
géneros pertencentes a estas familias que sdo de alta relevancia clinica com as
respectivas porcentagens de casos ocorridos em 2017 (levando em conta somente
0s quatro géneros): Bothrops (86%); Crotalus (11%); Lachesis (2%) e; Micrurus (1%)
(MISE; LIRA-DA-SILVA; CARVALHO, 2018). Apesar da baixa incidéncia de casos
relacionados ao género Micrurus, 28% dos casos evoluem para classificagédo final
grave. Portanto, € considerado um envenenamento mais grave quando comparado a
evolugado deste quadro em individuos acidentados por outros géneros, uma vez que
representa o dobro do segundo género mais grave (Crotalus - 14%) (Figura 2)
(Ministério da Saude, SINAN, 2019).
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N° de acidentes notificados (2017)

11% 2%, 1% Classificagdo Clinica Final Grave

viewrs | -+
Bothrops ‘ Crotalus - 14%
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m Micrurus Bethrops - 7%
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Figura 2: Casos e severidade de envenenamento pelos quatro géneros de maior
importancia no Brasil. A esquerda, estdo demonstrados os dados publicados pelo SINAN,
referentes a porcentagem de acidentes notificados entre os géneros Bothrops, Crotalus,
Lachesis e Crotalus. Na figura B, sdo apresentadas as porcentagem dos casos que
evoluiram para classifica¢ao final grave dentro de cada género (SINAN, 2017).

1.2. Género Micrurus

Serpentes do género Micrurus pertencem a familia Elapidae, juntamente
com os géneros Leptomicrurus e Micruroides. Este género € amplamente distribuido
nas Américas (LOMONTE et al.; 2016). Foram identificadas no Brasil, até o presente
trabalho, 34 diferentes espécies do género Micrurus (THE REPTILE DATABASE,
2019), sendo uma delas a serpente, Micrurus surinamensis (CUVIER, 1817).
Morfologicamente, essas serpentes apresentam um padrédo de anéis em cores
vermelho-preto-amarelo caracteristico, com as escamas da cabeca na cor vermelha
e bordas pretas (Figura 3). Quanto as suas presas especializadas, estas serpentes
sdo caracterizadas como proteroglifas (OLIVEIRA, NORONHA, LOZANO, 2017).

O nome desta espécie se deu pela descoberta da mesma no Suriname
(MORAIS et al., 2011), entretanto, a mesma esta distribuida em outros paises como
Guiana, Guiana Francesa, Venezuela, Coldémbia, Equador, Peru, Bolivia e nas
regides norte, nordeste e centro-oeste do Brasil (Figura 4) (OMS, 2008). Nestes
territérios, as M. surinamensis sdo encontradas tanto em perimetros urbanos, quanto
em proximidade a eles (FERREIRA BISNETO et al., 2019), apresentando habitat
aquatico - razao pela qual € popularmente conhecida como cobra-coral aquatica

-,alimentando-se principalmente de peixes (SILVA et al., 2017).
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Figura 3: Serpente Micrurus surinamensis. Imagem registrando o
padrao de cores caracteristico da M. surinamensis (Fonte:
https://flickr.com/photos/cowyeow/8438137514/in/photostream/)

Estas serpentes nao apresentam comportamento agressivo, sendo o0s
acidentes relacionados a manipulagdo ou por pisar nas mesmas (OLIVEIRA;
NORONHA; LOZANO, 2017), apresentando os individuos acidentados, sintomas

caracteristicos do envenenamento elapidico.

Aquatic coralsnake (Micrurus surinamensis)
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Figura 4: Distribuicao geografica de serpentes Micrurus surinamensis. Mapa indicando
0s paises e regides nas quais sdo consideradas areas de risco tratando-se da espécie M.
surinamensis. No Brasil, sdo demarcados principalmente as regides norte, nordeste e
centro-oeste (Organizagcao Mundial da Saude, 2008).
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1.3. Envenenamento e tratamento de individuos acidentados por

serpentes Micrurus sp.

Devido ao tamanho das presas e a abertura mandibular reduzida das
serpentes deste género, o envenenamento se torna menos frequente, justificando a
baixa incidéncia em relagao aos outros géneros (GUERRA et al., 2019). Apesar de
menos frequente, os casos de envenenamento por estas serpentes sdo, em sua
maioria, severos. Em um relato de caso envolvendo um jovem de 18 anos mordido
por uma M. surinamensis, foram descritos os seguintes sintomas: os efeitos locais
foram a observagdo da lesdo da mordida e parestesia (sensagcao sem estimulo),
com auséncia de dor; quanto aos efeitos sistémicos, o individuo apresentava visdo
comprometida e ptose palpebral (facies miasténica), dificuldade em falar, andar e
respirar (PARDAL et al., 2010). Estes sintomas sdo bem caracteristicos aos
envenenamentos por cobras-corais, sendo que noOs casos mais graves € na
auséncia de tratamento, o individuo pode evoluir para uma parada respiratoria e
morte (SANZ et al., 2019).

O tratamento atualmente utilizado no Brasil é a administragdo de 10 ampolas
do soro antielapidico, sendo este produzido a partir da hiperimunizagao de cavalos,
utilizando um pool contendo veneno das serpentes Micrurus corallinus e Micrurus
frontalis (DE CASTRO et al.,, 2019). Em casos mais severos, podem ser também

administrados anticolinesterasicos (PARDAL et al., 2010).

1.4. Componentes presentes no veneno

Venenos sao constituidos de toxinas produzidas em glandulas conectadas
as presas, pelas quais variedades de toxinas sdo injetadas. Os constituintes
presentes nestes venenos variam entre diferentes espécies e até mesmo dentro de
uma mesma espécie, a depender de fatores como clima, dieta, idade e localizagao
(BRAHMA et al., 2015). Serpentes da familia Elapidae e Viperidae apresentam
diferenga marcante nos principais componentes de seu veneno. Enquanto as
espécies pertencentes a primeira possuem predominantemente three-finger toxins

(3FTx) e fosfolipase do tipo A2 (PLA2), o veneno das englobadas na segunda
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familia é principalmente constituido de metaloproteases (SVMP), serinoproteases
(SVSP) e PLA2 (TASOULIS; ISBISTER, 2017).

Estes dois principais grupos de proteinas (3FTx e PLA2) compde mais de
80% do veneno de M. surinamensis e sao responsaveis pelo quadro neurotdxico
caracteristico, atuando ambos na jungdo neuromuscular. Enquanto as PLA2 atuam
no neurdnio, levando a deple¢cdo de vesiculas contendo neurotransmissores por
desestabilizar suas membranas, as 3FTx atuam como antagonistas, competindo

com a acetilcolina pelo seu receptor na fibra muscular (TANAKA et al., 2016).

Tabela 1 - Composicao de veneno de Micrurus surinamensis e atividades dos grupos de

proteinas.
Numero de Peso
Grupo Porcentagem . Molecular Atividade
Residuos
(KDa)
Three-fingertoxin 63,47 59-65 8 Neurotoxicidade, citotoxicidade necrose (GUTIERREZ etal., 2017)
Fosfolipase A2 19,77 115-120 13-15 Miotoxicidade, neurotoxicidade (GUTIERREZ etal., 2017)
Inikiclords serinoproteass 45 gac 59-61 7 Inibidor de serino protease (INAGAKI, 2017)
do tipo Kunitz
Lectina Tipo-C 0.99 149-150 17 :Ptlsg:%llante, pro-coagulante e trombocitopenia (GUTIERREZ et
: Ativa cascata de coagulagdo e degrada matrix extracelular (em
Mimicrpeesass Pl el f14 i especial fibrinogénio) (KINI; KOH, 2016)
Aminopeptidase N 0415 058 115 Converséo kalidina em bradicinina (promove hipotenséo) (AIRD et
al., 2017)
Hialuronidase 0,245 465 56 Degradacéo matriz extracelular (GUTIERREZ et al., 2017)
Guanilil Ciclase 014 268 44 Torna ciclica proteina com residuo N-terminal de glutamina (AIRD
etal., 2017)
Fator de crescimento 0,085 244 59 Contribui para liberagdo de dxido nitrico e histamina (AIRD et al.,
nervoso 2017)
Cistatina 0,055 136 16 Inibidor de protease (RICHARDS et al., 2010)
Fosfolipase B 0,005 547-551 65 Hidrdlise de lipideos de membrana (AIRD et al., 2017)

Fonte: AIRD et al., 2017

A maioria dos estudos quanto a caracterizagao bioquimica dos venenos de
Micrurus sp. estdo relacionados com esses dois principais grupos de proteinas,
permanecendo os dados relacionados aos outros 20% de constituintes em estudos
transcriptomicos e proteémicos. Aird e colaboradores (2017) caracterizaram o
proteoma do veneno de diferentes Micrurus sp.. Neste trabalho, demonstraram que,
além dos dois principais componentes, o veneno de Micrurus surinamensis
apresentava também outros nove grupos de proteinas (Tabela 1). No mesmo
trabalho, foi demonstrada a variedade entre a composi¢cao do veneno desta serpente

com as demais espécies de Micrurus sp.. Esta diferenca foi abordada por Tanaka e
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colaboradores (2010) que, além disso, demonstraram que a reatividade cruzada do

soro comercial antielapidico com o veneno de Micrurus surinamensis era baixa.

1.5. Cardiotoxicidade e citotoxicidade mediada pelo envenenamento

Dentre as acdes de toxinas presentes no veneno de serpentes, estdo
presentes proteinas que induzem cardiotoxicidade (GUTIERREZ et al., 2017). Ja
foram relatados diferentes grupos de proteinas que geram esse efeito. As
sarafotoxinas, presentes no veneno de serpentes da subfamilia Atractaspidinae
(GUTIERREZ et al., 2017), assim como proteinas presentes em serpentes da familia
Elapidae, como as cobra cardiotoxinas de Naja atra (WANG et al., 2005) e PLA2
cardiotoxicas (CHINNASAMY er al., 2020), sao alguns exemplos destes grupos de
proteinas.

Apesar de ndo tdo comum, existem casos em compostos cardiotdxicos,
juntamente com proteinas que impactam na hemostase, levam estes individuos
envenenados a sofrerem infarto do miocardio. Em um relato de caso publicado em
Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, Brasil, um homem de 53 anos foi mordido
por uma coral (género Micrurus) e, em seu quadro clinico, apresentou infarto do
miocardio, além de outras lesbes como faléncia renal e trombocitopenia (GOMES et
al, 2018).

Esta cardiotoxicidade ja foi abordada por Cher e colaboradores (2005),
demonstrando que, dentre os 6rgaos afetados pelo envenenamento experimental de
camundongos por Naja sputatrix (Elapidae) o coragao foi o mais afetado. Avaliando
niveis de expressado génica, aproximadamente 50% dos genes que apresentaram
alteragbes ocorreram no coragao, em sua maioria upregulated. Estes genes estavam
relacionados a resposta imune, processos apoptoéticos e ao metabolismo celular. Ja
ao avaliar fisiologicamente, o eletrocardiograma apresentou diversas alteracdes
como bradicardia, arritmia e disturbios que indicavam isquemia.

Assim como por Naja sputatix, Reis (2017) demonstrou que o veneno de
Micrurus surinamensis, além de neurotdxico, também apresenta capacidade
cardiotoxica. Cobaias submetidas ao envenenamento experimental, apresentaram

alteragdes no eletrocardiograma, elevacédo dos niveis séricos de creatina-quinase e



19

sua isoenzima MB (CK-MB), além de serem observadas lesbes na musculatura
cardiaca por microscopia 6ptica e eletrénica. No entanto, ndo foram identificados os
componentes responsaveis por esta atividade.

A validacdo de citotoxicidade de componentes em linhagem celulares
tecido-especifico ja sdo usualmente aplicados em estudos sobre venenos.
Casais-e-Silva e colaboradores (2016) abordaram a capacidade do veneno de
Micrurus lemniscatus de induzir miotoxicidade. Este grupo buscou entdo purificar
uma PLAZ2 presente no veneno que seria uma das responsaveis por essa acao. Os
autores purificaram uma proteina (lemnitoxina) e avaliaram sua capacidade
miotéxica em modelo animal (Swiss-Webster mice) e validaram a miotoxicidade em
célula muscular (linhagem murina C2C12). Em seus resultados observaram que
tanto em animal quanto em cultura de células, esta miotoxicidade foi observada,
reforcando a eficiéncia dos estudos baseados na validacdo em cultura de células.

Tendo em vista esta baixa reatividade cruzada e a lacuna no conhecimento
sobre as atividades bioquimicas dos demais componentes do veneno quanto a suas
atividades, fazem-se necessarios estudos que caracterizacdo do veneno desta
serpente, para otimizar o tratamento de individuos acidentados. Uma vez descrita a
atividade cardiotéxica do veneno, é importante também isolar e identificar qual ou

quais componentes apresentam tal atividade.



20

2. OBJETIVOS

21. Objetivos gerais

Purificar, sequenciar e caracterizar bioquimicamente uma proteina do

veneno da serpente Micrurus surinamensis com potencial cardiotoxicidade.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a viabilidade celular de cardiomioblastos linhagem H9c2 frente ao

veneno total de Micrurus surinamensis;

e Purificar proteina capaz de reduzir a viabilidade de cardiomioblastos;

e Avaliar impacto de proteina purificada na Vviabilidade celular de

cardiomioblastos;

e Sequenciar proteina cardiotoxica;

e Alinhar proteina obtida com proteinas de identidade semelhantes
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Purificagao de proteina cardiotoxica

Cinquenta miligramas (mg) do veneno de Micrurus surinamensis, cedidos
pelo Instituto Nacional de Salud (INS), Lima, Peru, foram solubilizadas em um
mililitro (mL) de tampao bicarbonato de aménio 50 milimolar (mM), pH 7.8. Em
seguida, o veneno foi centrifugado a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi submetido a cromatografia de exclusdo molecular (16/60 Sephacryl
S-200 HR), e eluido com dois volumes de coluna, em fluxo 0,5ml/min, utilizando o
mesmo tamp&o em que o veneno foi solubilizado. As fragdes coletadas foram
rapidamente congeladas, liofilizadas e ressuspendidas em tampao fosfato-salino
(PBS) 50mM. Apos ressuspensas, as mesmas foram dosadas pelo método de Lowry
(LOWRY,; et al., 1951).

A fragdo S2 obtida na gel filtragdo, foi submetida em cromatografia
utilizando uma resina de troca anibnica dietilaminoetil-sepharose (DEAE-sepharose).
Quatro miligramas da fragdo foram diluidas para um volume final de TmL em tampao
Tris-HCI  (tris(hidroximetil)Jaminometano - acido cloridrico) 20mM (pH=8.0).
Previamente, a DEAE-sepharose (4,5 mL) foi equilibrada com dois volumes de
coluna no mesmo tampao que a amostra foi ressuspendida. A cromatografia
seguiu-se de 3 etapas: aplicacado da amostra, lavando com dois volumes de coluna;
eluicdo com cinco volumes de coluna em gradiente de 0% a 100% de tampéo
tris-HCI 20mM, 500 mM de cloreto de sodio (NaCl) (pH=8.0) e; finalizando com dois
volumes de coluna a 100% de tampao de eluigdo. As fragdes foram dialisadas contra
PBS 5mM e liofilizadas. Para uso, ressuspendeu-se as amostras em PBS 50 mM e
dosou-as pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

A fragao D4 resultante da troca anibnica foi submetida a uma terceira etapa
de separagao, sendo esta uma gel filtracdo usando a resina Superdex TM G-75
10/30. Dois miligramas da fragéo foram diluidos em 1mL de tampé&o bicarbonato de
amdnio 50 mM (pH=7.5) e submetidos a cromatografia. A coluna foi previamente

equilibrada no mesmo tampao em que a amostra foi ressuspensa. Desta vez as
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amostras obtidas no coletor em volumes de 1,5 mL foram previamente dosadas pelo
método de Lowry, sendo posteriormente liofilizadas.

Entre cada etapa cromatograficas, as fracbes foram analisadas em
SDS-PAGE como descrito no item 3.2. Além disso, também foi realizado um
screening das fragdes obtidas durante os processos cromatograficos para verificar
quais apresentavam capacidade de redugédo da viabilidade celular da linhagem

H9c2, descrito no item 3.4.

3.2. SDS-PAGE e coloragao pelo método de prata

O perfil de proteinas presentes em cada fracao foi analisado por SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970). Foram aplicadas 10 ug de amostras por pocgo, realizando a
separagao em gel de concentragcédo de 4% e de separagao de 15% de acrilamida. A
revelacdo dos géis foram realizadas pelo método de coloragdo por prata.
Primeiramente, as proteinas foram fixadas ao gel, agitando por uma hora em
solugao fixadora (metanol 50%, acido acético 12%, formaldeido 0,04%). Lavou-se o
gel 3 vezes, por 7 min cada, com agua destilada, seguido por incubag¢do por 1 min
em solugao de tiossulfato (0,04 g/100mL) e entdo repetindo a etapa de lavagem.
Incubou-se o gel sob agitagéo por 20 min em solugéo de prata (0,1 g AgNO,, 75 pL
de formaldeido, 100 mL de agua destilada). Lavou-se rapidamente o gel, revelando
em seguida com solugdo de desenvolvimento (3g NaCO,, 25 uL formaldeido, 1 mL
de solugcdo de tiossulfato, 50 mL agua destilada), parando com solugao 50%

metanol, 12% acido acético e fotodocumentando-os.

3.3. Cultivo de cardiomioblastos linhagem H9c2

Células da linhagem H9c2 derivadas do miocardio de Rattus norvegicus e
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram cultivadas a
37°C em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO2, em meio DMEM
(Sigma-Aldrich - D777) suplementado com bicarbonato de sédio (3,7 g/L), 10% de
soro fetal bovino SFB (Thermo Scientific - HyClone), 0,2% de antibidtico gentamicina

(10 U.I/mL) (Gibco by Life Technologies), 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco -
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10.000 unidade/mL) e 1% de glutamina (Gibco - 200 mM). As células foram

cultivadas até atingirem 80% de confluéncia para serem utilizadas nos experimentos.

3.4. Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade foram realizados em trés etapas: Plaquear as
células em placas de cultura de 96 pocos; incubar o veneno/fragées por 24h com as
células e; determinar a viabilidade celular pelo ensaio com alamarBlue™, com leitura
de fluorescéncia em Varioskan™. Este ensaio foi realizado com o veneno total,
avaliando se o mesmo era capaz de reduzir a viabilidade celular desta linhagem. A
mesma metodologia foi realizada ap6s cada etapa de purificagdo com todas as
fracdes obtidas, atuando como um screening pelas fragdes cardiotoxicas..

Os frascos de cultivo contendo a H9c2 foram lavadas com PBS 50 mM e
tripsinizadas. Para determinar a concentragéo celular, as células foram contadas em

camara de Neubauer pela seguinte equacéo:

N° de células por mL = ((Total de células contadas)/4) = fator de dilui¢io x 10*

As células foram diluidas para concentragdo de 10* células/pogo e
plaqueadas em placas de 96 pogcos em duplicata para cada teste, sendo eles:
Controle positivo - somente células sem teste; Controle negativo - somente meio
suplementado, sem célula e sem teste - e; 7 pontos de diluigdo do veneno/fracéao a
ser testada, incubando por 24h em estufa de CO2.

Para a segunda etapa foram preparadas as diluigbes das fragdes, partindo
da concentracdo de 40 pg/mL, até 0.625 pg/mL, em diluigbes seriadas 1:2, com
excecao das fracoes obtidas da troca idnica, que partiram da concentragdo de 30
Mg/mL. As placas foram incubadas por 24h em estufa de CO2.

Para determinar a viabilidade, removeu-se a solugao teste e adicionou-se o
reagente alamarBlue™. A placa foi incubada em estufa de CO2 por 3h, ao abrigo da
luz. Apds a incubacao, a placa foi submetida a leitura no equipamento Varioskan™,

utilizando comprimentos de onda de excitagdo de 540 nm e emissdo de 590 nm. Os
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testes foram entdo normalizados a partir dos controles, considerando como

viabilidade de 100% o controle positivo.

3.5. Microscopia 6ptica

Apés as 24h de tratamento da linhagem H9c2 com a fragdo G7, como
descrito no topico 3.4, os pogos tratados foram observados em microscopia 6ptica
(EVOS XL Core - Lente de aumento 20x/0.40 ) e fotografadas.

3.6. Digestao triptica de proteina cardiotoxica

A proteina responsavel pelo efeito cardiotoxico foi identificada por
sequenciamento manual a partir de fragmentos de tripsinizagao da proteina.

Como descrito no topico 3.3, foi preparado um SDS-PAGE, no entanto
aplicando 15ug das amostras, fragdo D4 e controle positivo - soro albumina bovina
(SAB). Finalizada a corrida, o gel foi corado por 30min com o corante Comassie blue
R-350 (GE Healthcare PhastGel™ PlusOne™ Coomassie™ Tablets) sob agitagao.
Em seguida, excisou-se as bandas de 20 kilodaltons (KDa) da fracdo D4, a banda de
SAB como controle positivo e uma regido do gel sem amostra como controle
negativo. Para sequenciar a amostra, seguiu-se o protocolo descrito por Shevchenko
e colaboradores (1996) adaptado para gel corado por Comassie blue. Inicialmente o
gel foi lavado trés vezes por 15min com 200 uL de bicarbonato de amoénio 25
mM/50% acetonitrila pH=8.0, sendo a ultima lavagem overnight. Em seguida o
protocolo foi o mesmo, reduzindo, alquilando e tripsinizando o gel. As amostras

foram concentradas a um volume préximo de 5 pL e entdo mantidas em -80°C.

3.7. Sequenciamento de novo de fragmentos da proteina

Para o sequenciamento manual, os peptideos obtidos foram submetidos a
ionizagao e dessorcao a laser assistida por matriz/tempo de véo (MALDI/TOF).
Foram aplicados em placa polished steel 1uL de cada amostra digerida. O

mesmo foi feito com um calibrante para peptideos, a fim de calibrar o equipamento.
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Assim que seca, a placa foi inserida no equipamento (AutoFlex, Bruker Co.,
Germany), situado no Laboratério Multiusuario de Protebmica (LMProt),
Universidade Federal de Minas gerais (UFMG). A primeira etapa consistiu em
calibrar o equipamento, seguindo da identificacdo do perfil dos peptideos obtidos,
utilizando intensidade do laser a 37%.

Com o perfil dos peptideos obtido dos controles e da amostra, partiu-se para
o método de espectrometria em tandem (MS/MS). Fragmentou-se os peptideos
selecionados pelo método LIFT em gas argbnio, sequenciando manualmente pela
identificagcdo dos ions y e correlacionando com os ions b, obtendo assim a
sequéncia do peptideo.

As sequéncias foram submetidas a um blastp, na pagina do Centro Nacional
de Informagdes Biotecnoldgicas (NCBI). Utilizou-se o banco de dados non-redundant
protein sequences, filtrando por sequéncias de serpentes.

Proteinas com maiores scores de diferentes espécies de serpentes, foram
entdo salvas em arquivo FASTA e submetidas a alinhamento de multiplas

sequéncias, utilizando o programa Clustal Omega.

3.8. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 8,

utilizando a analise de variancia One-way ANOVA. Valores de p<0.05 foram

considerados como significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Atividade veneno total de M. surinamensis em linhagem H9c2 e

primeira etapa cromatografica

Com o ensaio de viabilidade celular realizado com o veneno total de
Micrurus surinamensis observou-se que o mesmo apresenta capacidade de reduzir
a viabilidade celular dos cardiomioblastos e que a reducdo dessa viabilidade é
dose-dependente. A concentragao efetiva média do veneno sob a viabilidade celular

da linhagem H9c2 foi de 13 ug/mL (Figura 5).
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Figura 5: Citotoxicidade em H9c2 frente a exposicdo ao veneno de Micrurus
surinamensis. A incubagao por 24h da linhagem H9c2 frente a diferentes concentragdes do
veneno de M. surinamensis.

Apods submetido a cromatografia de exclusdo molecular em coluna S-200, o
veneno de M. surinamensis foi separado em sete fracoes diferentes de acordo com
sua massa molecular. Pela intensidade do sinal no cromatograma (Figura 6A) e pela
dosagem de Lowry (dados ndo demonstrados) a fragdo S2 foi a mais abundante no
veneno, enquanto as fragbes S5 e S6 foram as presentes em menor quantidade.

Como observado no SDS-PAGE de cada fracao, de fato o veneno foi separado de
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acordo com a massa das proteinas, variando entre proteinas de maior massa
obtidas na fragdo S1 (maiores que 50 KDa), enquanto a fracdo S7 apresentou
proteinas de massa inferiores a 15 KDa. A fragdo mais homogénea, com menor
distribuicdo de proteinas observado no gel foi a fragdo S4, enquanto as fragdes mais

heterogéneas foram a S1 e S2 (Figura 6B).
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Figura 6: Purificagdo | - S-200 veneno total de Micrurus surinamensis. (A)

Cromatograma da purificacdo de 50mg de veneno em resina 16/60 Sephacryl S-200,
evidenciando as 7 fragdes obtidas. (B) SDS-PAGE demonstrando o perfil proteico de cada
fragdo, corado pelo método de prata. (C) O grafico demonstra a redu¢ao da viabilidade da
H9c2 frente a incubagao com 40ug/mL das fragdes S1, S2 e S4. As fragbes S3, S5, S6 e S7,
mesmo nesta concentragdo, ndo demonstraram atividade.

Quando cardiomioblastos foram expostos as fracbes obtidas a partir desta
cromatografia, nem todas foram capazes de levar a redugdo da viabilidade celular.
Dentre as fragdes, somente as fracbes S1, S2 e S4 foram capazes de levar a
reducdo da viabilidade celular (Figura 6C) e esta capacidade foi concentragdo
dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo da fragdo, maior era a
capacidade de reducgao da viabilidade celular (dados ndo demonstrados). Mesmo na
maior concentracao testada (40pg/mL), as fragcdes S3, S5, S6 e S7 nao foram
capazes de reduzir a viabilidade desta linhagem celular (Figura 6C). Quando

calculada a concentracao efetiva média (EC,,) das fracdes S1, S2 e S4, obtivemos o
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valor de 9,9 pg/mL, 2,8 pg/mL e 6,8 ug/mL, respectivamente. Visto isso, a fragao

com maior atividade cardiotéxica foi a fragao S2.

4.2. Cromatografia de troca anidénica da fragao S2

A partir da cromatografia realizada submetendo a fracdo S2 a coluna
contendo DEAE, foram purificadas cinco fragées. O nao-ligado a resina foi a menor
parte da fracdo S2, enquanto outras quatro fracbes foram eluidas a partir de
diferentes concentragcoées de NaCl (Figura 7A). Dentre as fragdes, a que apresentou
maior concentragao de proteinas foi a fragdo D4, seguida da fragdo D5 (Dados nao
demonstrados).

Quanto a composicdo destas fragdes, todas ainda apresentavam-se
heterogéneas. A fragdo D1 € composta por proteinas em torno de 20 KDa até 150
KDa, enquanto outras fragbes sao compostas por uma menor faixa, contendo
proteinas entre 25 KDa e 75 KDa (Figura 7B).

Ao tratar da capacidade de reduzir a viabilidade de cardiomioblastos,
somente a fragdo D5 ndo demonstrou atividade, mesmo na maior concentragao
testada (30 ug/mL). A fracao D1 foi a que apresentou a maior capacidade de reduzir
a viabilidade celular desta linhagem celular (EC,,=2,3 pg/mL) (Figura 7C). No
entanto, devido ao baixo rendimento obtido desta fracdo, n&o foi possivel realizar
outras etapas de purificagdo e, portanto, a segunda com maior capacidade, fragdo
D4, que apresentou EC,, de 18,4 yg/mL, foi selecionada para uma terceira etapa
cromatografica. As fragdes D2 e D3 também foram capazes de reduzir a viabilidade
das células, todavia, a concentracao efetiva média das mesmas foram mais que o
dobro da fracdo D4, sendo elas de 35,4 ug/mL e 43,8 pg/mL, respectivamente
(Figura 7C).
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Figura 7: Purificacdo Il - Troca anidnica da fragdo S2 obtida a partir da S-200. (A)
Cromatograma da fragdo 2 em DEAE-sepharose, evidenciando 5 fragdes. (B) SDS-PAGE
corado pelo método de prata demonstram o resultado da purificagdo da fragado 2. (C) Ensaio
citotoxico em linhagem H9c2 de cada fragéo obtida (30 pg/mL).

43.

Gel filtragao G-75 da fragao D4

Apés analisar fatores como capacidade de redugéo de viabilidade celular

dos cardiomioblastos e da quantidade de fracdo disponivel, a fragdo D4 foi

selecionada para a terceira cromatografia. Os 2 mg aplicados na coluna G-75

resultaram em quatro fragbes observadas no cromatograma, sendo a primeira fragao

a mais abundante (Figura 8)..
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Figura 8: Purificacao Ill - Gel filtracao de amostra D4 e a analise de fragoes obtidas. (A)
Cromatograma obtido a partir da purificacdo em Superdex TM G-75 da fracao D4, no qual
foram coletados sete fragdes. (B) SDS-PAGE corado pelo método de prata, apresentando o
perfil protéico das fragdes obtidas na cromatografia. Nas cinco primeiras fragdes, observa-se
a presencga de diferentes proteinas, enquanto nas duas ultimas, o gel evidencia apenas uma
banda em torno de 20 KDa. (C) Ensaio citotdxico, apresentando o impacto de cada fragcéo
na linhagem H9c2. Observa-se que todas as fragbes foram capazes de reduzir a viabilidade
celular, incluindo as fragdes mais homogéneas (G6 e G7). As fracdes G1 e G5
apresentaram maior citotoxicidade (p < 0.05) quando comparado a fragdo G7.

Apesar das quatro fragdes observaveis no cromatograma, as analises foram
realizadas utilizando as fragdes obtidas no coletor separadamente. Quanto a
constituicdo, dentre estas fragdes, as bandas mais evidentes foram proteinas de 50
KDa, duas proximas a 37 KDa e uma entre 20-25 KDa. A fracdo G1 era
principalmente constituida da fragdo de maior massa, e a mesma foi observada nas
fragcbes G2 até a G5. As duas bandas préximas a 37 KDa surgiram na fragdo G2 e
se mantiveram visiveis, da mesma forma que a banda de maior massa, até a G5. Ja
a banda préxima a 20 KDa foi observada desde a fracdo G2 até a ultima fracéo
coletada, sendo a unica banda observada nas fracées G6 e G7 (Figura 8B).

Avaliando a capacidade de redugao da viabilidade celular de cada fracao,
todas elas apresentaram atividade. A fragdo G1 apresentou alta capacidade de
reducao da viabilidade de H9c2, com concentracao efetiva média de 2.25 pg/mL. As
demais fragdes heterogéneas também apresentaram capacidade de reducado da

viabilidade celular ndo apresentando diferenga significativa entre si (p>0.05). Quanto
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as fracbes mais homogéneas em relagao a proteina proxima a 20 KDa (G6 e G7), a
fracao G5 demonstrou maior capacidade de reducgao da viabilidade celular na fracao
quando comparado a fragcdo G7 (p < 0.05). A fracao G7, que apresentou maior
homogeneidade, apresentou concentracéo efetiva média de 9,81 ug/mL. Ao analisar
as células apos 24h de tratamento com 5 yg/mL da fragdo G7 sob microscopia
Optica, a mesma levou a alteragdes na morfologia dos cardiomioblastos. Além de
levar a morte celular e a presenca de debris, pdde-se observar a formacédo de

agregados celulares (Figura 9).
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Figura 9: Microscopia optica de linhagem H9c2 apés tratamento com fragcao G7. Na
figura A, observa-se a morfologia das células apés 24h sem tratamento, mantendo formato
fusiforme, aderidas a placa e confluentes. Ja apés 24h de exposi¢cédo a 5 ug/mL da fragdo G7
(B), grande parte das células estdo mortas, observando grande quantidade de debris. Além
disso pode-se observar a presenca de agregados celulares (seta vermelha), indicando que a
interacdo com a proteina esta formando ligagbes-cruzadas (Aumento: 20x/0.40).

4.4. Digestdo, sequenciamento manual da proteina de 20 KDa e

caracterizagao bioquimica

Anteriormente a tripsinizagdo da proteina, a massa da proteina de
aproximadamente 20 KDa foi determinada, submetendo a fracdo G7 a
espectrometria de massa (MALDI/TOF). Foi observado apenas um ion apresentando

uma relagdo m/z de 23.461 Da (Figura 10A).
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

BAMO4436.1 MGRF IFVSFGLLVGFLSLSGTAADCPSGWSSYEGNCYKFFQQKMNWADAERFCSEQAKGG 50
AEJ31967.1 MGRLVFVSFGLLVVFLSLSGTGADCPSGWSSYEGHCYQIFHVYKTWDDAERFCTEQAKGG 68
SP|BGVXV2.1]SL3_SISCA MGRLVFVSFSLLVVFLSLSGTAADCPSGWSSYEGHCYKPFNEPKNWDDAERFCLEQAKGG 68
sp|Q9DG39.1|SLXA_GLOHA MGRF IFLSFGLLVVFLSLSGTGADCPSGISSYEGHCYNIFHLFKTWAEAERF CRKQVKGA 60
Ms=CTL  mememememmeeeeeeoeeee DCPSGWSSYEGSCYNFFQR-~==-=========~=-- 19
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Figura 10: Perfil da fragcdo G7 por espectrometria de massa. (A) Espectro de massa por
ionizag&o do tipo MALDI/TOF da fragao G7. Apenas um ion com relacdo m/z de 23.461 Da
observavel. (B) Sequenciamento manual pelos ions y gerados apds fragmentagcdo do
peptideo de 2.346 Da. Este peptideo foi obtido a partir da tripsinizagcdo da proteina de
23.461 Da. (C) Alinhamento realizado pelo software Clustal Omega da sequéncia do
peptideo com diferentes LTC de veneno de serpente com alta homologia.

A partir da tripsinizacdo da banda de 23 KDa obtida a partir do SDS-PAGE
da fracdo D4, foram obtidos diversos peptideos que variaram entre massas de 649
Da a 2.346 Da. Dentre estes peptideos, o de massa 2.346 Da foi fragmentado pelo
método LIFT em cémara colisora em gas argbnio, gerando fragmentos que
possibilitaram o sequenciamento manual completo. Além deste ion, os demais ions
também foram fragmentados, no entanto, os fragmentos nao ionizaram nas matrizes
testadas de forma que o sequenciamento manual fosse possivel. Neste método, o
peptideo de 2.346 Da foi fragmentado e ionizado com sucesso, apresentando uma
sequéncia composta por 19 aminoacidos, sendo ela
NH2-DCPSGWSSYEGSCYNFFQR-COOH (Figura 10C).

Para identificar qual seria a possivel proteina obtida, utilizou-se o banco de
dados non-redundant protein sequences, filtrando por proteinas com sequéncias
similares presentes em serpentes. O score maximo foi de 59.2 bits, com cobertura

de 94% da sequéncia e 88.89% de identidade com parte da sequéncia de uma
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lectina do tipo-C (LTC). Além desta, a sequéncia apresentou identidade com outras
LTC’s, de serpentes de diferentes espécies variando em identidades de 77% - 92%,
e coberturas maiores que 73%.

Utilizando o programa Clustal Omega, sequéncias de lectinas do tipo-C de
diferentes espécies foram alinhadas com o fragmento de 2.346 Da. Com isto,
observou-se que o peptideo obtido € mais proximo a regido N-terminal da proteina.
Além disso, a sequéncia deste peptideo € conservada mesmo em lectinas do tipo-C

entre diferentes espécies de serpentes (Figura 10C).
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5. DISCUSSAO

A variabilidade da composicdo de venenos entre diferentes espécies de
serpentes e até mesmo entre serpentes de uma mesma espécie sao fatores que
podem comprometer o tratamento de individuos acidentados (AINSWORTH et al.,
2018). No proteoma de diferentes espécies de Micrurus spp. apresentado por Aird e
colaboradores (2017), destacou-se a diferenga da composi¢do do veneno entre as
elas, apesar da predominancia de 3FTx e PLA2. Outro fator interessante neste
mesmo trabalho foi que duas serpentes M. surinamensis, uma capturada no estado
Para e outra no Maranhéo, apresentaram variagdes em seu proteoma. Em relagao
ao tratamento de individuos acidentados pelas serpentes deste género, Tanaka e
colaboradores (2010), demonstraram que o perfil prfoteico dos venenos utilizados na
produgcdo do soro antielapidico sdo diferentes quando comparados com a
composicdo do veneno de M. surinamensis. Também evidenciaram que a
reatividade cruzada entre o soro € o veneno desta serpente, avaliada pelo método
ELISA e por Western blot, era baixa e a menor entre outras Micrurus spp..

Uma vez apresentados esses resultados, revelam-se ser essenciais
estudos sobre os componentes presentes no veneno desta serpente, a fim de
otimizar o tratamento de individuos acidentados. Partindo dos dados apresentados
por Reis (2017) quanto a cardiotoxicidade do veneno de Micrurus surinamensis,
objetivamos identificar compostos presentes nesse veneno responsaveis por esta
caracteristica.

Visando reduzir o uso de animais, métodos alternativos baseados na
aplicacdo de cultura de células foram optados neste trabalho. A H9c2 foi a
selecionada, uma vez que é a linhagem que apresenta caracteristicas mais proximas
a células cardiacas primarias, além de sua aplicagao na literatura ja ser bem descrita
(HESCHELER et al., 1991; LAGE et al., 2019).

Quando o veneno total foi incubado com as células, o mesmo foi capaz de
reduzir a viabilidade celular de forma dose dependente. Esta redu¢cdo demonstra que
componentes presentes no veneno estdao ativando alguma via de morte nestas
células cardiacas. Apds a primeira etapa de purificagao, trés das sete fracbes foram

capazes de levar a redugdo da viabilidade celular. Nota-se, portanto, que nao
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apenas uma proteina presente no veneno possui potencial cardiotoxicidade. O
SDS-PAGE das fragdes aponta que as fracdes cardiotoxicas sdo compostas por
proteinas iguais ou maiores a 20 KDa, descartando a atividade de peptideos e do
grupo das 3FTx’s, uma vez que a Ultima citada apresenta massas entre 6 e 8 KDa
(OLAMENDI-PORTUGAL et al., 2008).

A cromatografia de troca anibnica apontou que, majoritariamente, as
proteinas presentes na fragdo S2 possuiam o ponto isoelétrico inferior ao pH=8,0,
uma vez que a maioria destas se ligaram a resina. Ja a menor parte desta fragao foi
constituida de proteinas com ponto isoelétrico préximo ou maior que pH=8.0. As
quatro primeiras fragdes obtidas foram capazes de reduzir a viabilidade celular dos
cardiomioblastos. Como observado na figura 7B, o perfil de bandas indica que néo
ha nenhuma banda que seja comum as quatro fragbes simultaneamente. Este dado
indica que, além da fracdo S1 e S4 da cromatografia de exclusdo molecular, na
fracdo 2 estdo presentes diferentes proteinas com potencial cardiotoxico, indicando
gue existem mais de trés proteinas que possuem esta atividade.

Com a cromatografia em coluna G-75, foram obtidas fragbes heterogéneas,
sendo a fragcdo G7 a mais homogénea, na qual é possivel visualizar a banda de 23
KDa, enquanto as demais apresentaram diferentes bandas de proteinas. Quando
avaliada a capacidade citotoxica, foi possivel observar que todas reduziram a
viabilidade das células na concentragao de 40 ug/mL. Entre as fragdes G1 - G6, ndo
houve diferenga estatisticamente significativa. Ao observar pelo padrdo de bandas
destas fragcbes, a banda de 23 KDa ¢é a unica na fragcdo G7 e apresentou efeito
citotoxico e, no entanto, essa banda nao esta presente na fragdao G1. Isso indica que
na fragcao D4 também existe mais de uma proteina com potencial efeito cardiotoxico.

Tanto a banda de 50 KDa quanto a de 23 KDa estdo presentes nas outras
fragdes, o que deveria aumentar a citotoxicidade pela atividade das duas proteinas,
entretanto, outras proteinas também estdo presentes, o que reduz a concentragao
destas proteinas cardiotdoxicas em especifico, indicando que existem proteinas
nestas fracbes que ndo induzem a cardiotoxicidade. A fracdo G5 também
apresentou diferenca estatistica quando comparada a fracao G7, o que pode ser
mediado pelo aumento da propor¢ao das proteinas de 50 KDa e 23 KDa em relagao

as outras, aumentando a citotoxicidade.
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Dentre os peptideos obtidos a partir da tripsinizacéo da proteina de 20 KDa,
um foi ionizado e sequenciado com sucesso. Este peptideo composto por 19
aminoacidos apresentou massa, apontada pelo equipamento MALDI/TOF, de 2.346
Da. A massa tedrica deste peptideo dada pela sequéncia de aminoacidos € de 2.233
Da, sendo relativamente menor que a massa indicada pelo equipamento (2.346Da).
No entanto, como o processo de alquilagdo aumenta a massa dos residuos a cada
cisteina em 57 Da e este peptideo possui duas cisteinas, as massas teorica e a
massa obtida pela ionizador, sdo equivalentes. A partir do sequenciamento do
peptideo, esta equivaléncia entre a massa teorica e a obtida pelo ionizador, confirma
que a sequéncia deste peptideo de fato esta correta, assim como valida a calibragao
e sensibilidade do equipamento.

Uma vez submetida a sequéncia a um blastp, a sequéncia apresentou alta
identidade com diversas lectinas do tipo-C de serpentes. Estas lectinas estdo
presentes em venenos de serpentes tanto de forma individual, quanto associadas
com metaloproteases do tipo Plll, estando ambas as formas presentes em venenos
de Micrurus surinamensis (AIRD et al., 2017). No entanto a garantia de que essa
proteina purificada ndo é associada com uma metaloprotease é devido ao fato de
que as cromatografias empregadas foram brandas, além de que a sequéncia
apresentou alta identidade com lectinas do tipo-C ndo associadas a
metaloproteases. Nao houve utilizacdo de solventes capazes de romper pontes
dissulfeto, o que refuta uma possivel lectina purificada a partir da quebra de ligagéo
entre estas proteinas e metaloproteases (KINI; KOH, 2016).

As lectinas do tipo-C “verdadeiras” recebem esse nome por sua capacidade
de ligagdo a carboidratos (lectina) e por serem dependentes do ion calcio (tipo-C).
Esse grupo de proteinas é constituido por duas subunidades, a e B, que se dimeriza
em homodimeros ou heterodimeros, podendo também se oligomerizar, formando
estruturas ainda mais complexas (ARLINGHAUS; EBLE, 2012). Também estéo
presentes no veneno de serpentes as proteinas semelhantes a lectina do tipo-C,
proteinas que apresentam o mesmo padrdao conformacional das lectinas
propriamente ditas, entretanto ndo possuem a especificidade de ligacdo a
carboidratos. Uma diferenca marcante entre estas proteinas é quanto a conservacao

de uma sequéncia E/Q-P-D/N (residuo 113-115) em um Joop menor na estrutura
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quaternaria das lectinas do tipo-C que conferem essa capacidade de ligacao a
carboidratos. Por outro lado, as proteinas semelhantes as lectinas do tipo-C nao
possuem este motivo, assim como o /oop, ndo sendo capazes de ligar a
carboidratos. Porém, esse segundo grupo se liga a diferentes proteinas, assim
demonstrando um importante papel no envenenamento (EBLE, 2019 ;
CLEMETSON, 2010; AIRD et al., 2017). Este motivo esta presente mais proximo a
regiao C-terminal. Como o peptideo da proteina que foi purificada corresponde a
aproximadamente 9% da proteina e o mesmo se trata de uma regido mais proxima a
regido N-terminal, ndo podemos afirmar se a proteina se trata de uma lectina do
tipo-C propriamente dita ou de uma proteina semelhante a lectina do tipo-C.

Ao observar as células tratadas com a proteina apos 24h, foi possivel
observar agregados celulares (Figura 9). A presenca destes agregados indica
ligagbes cruzadas entre estas células formados pela interagdo com a proteina. O
ensaio in vitro para identificagcdo de lectinas do tipo-C classicas se baseia em
ensaios de hemaglutinagdo. Nestes ensaios, as LTC classicas se ligam a
carboidratos de membrana presente em hemacias, formando ligagbes cruzadas e
provocando agregagao. Um carboidrato muito presente na membrana de
cardiomidcitos é o acido sialico. Este carboidrato possui uma alta afinidade pelo ion
calcio, ion importante presente no dominio de ligagdo a carboidrato das LTC
(STEGEMANN et al, 1990). Estes fatores apontam para a possibilidade de que a
proteina se trate de uma lectina do tipo-C classica que mantem a capacidade de
ligacdo a carboidratos e, possivelmente, formando ligagcbes cruzadas se ligando ao
acido sialico.

Estas proteinas possuem atividade n&o enzimatica, atuando principalmente
na homeostase. Em um artigo de revisdo publicado por Arlinghaus & Eble (2012),
diferentes LTC’s e seu papel fisiolégico foram apontadas, quanto a capacidade de
interagirem com fatores de coagulacgédo, plaquetas e integrinas. Enquanto algumas
LTC’s atuam como pro-coagulantes, outras apresentam atividade antagonica,
levando a um bloqueio da ativacdo da cascata de coagulagdo. Apesar desta
atividade convencional, trabalhos recentes apontaram a capacidade de LTC’s de

levarem a morte celular.
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Pathan e colaboradores (2017) demonstraram a capacidade de uma LTC
purificada a partir do veneno de Daboia russelii de levar a morte celular de uma
linhagem de célula de céncer de pulmdo (A549). Esta proteina, nomeada
daboialectina, foi capaz de interagir com estas células, levando a alteragdes no
citoesqueleto e a inducdo de processos pro-apoptéticos, reduzindo assim a
viabilidade celular desta linhagem. Este trabalho apontou que, além de influenciar na
homeostase, algumas lectinas também s&o capazes de gerar citotoxicidade, de
mesma forma que a lectina purificada e apresentada neste trabalho.

Ensaios com o envenenamento por Micrurus surinamensis em cobaias
(REIS, 2017), evidenciaram que uma ou mais proteinas presentes no veneno sao
capazes de levar a cardiotoxicidade. As cobaias teste apresentaram alteracbes no
eletrocardiograma, aumento dos niveis séricos de CK-MB e lesbes na musculatura
esquelética cardiaca. Com o presente trabalho, testes de citotoxicidade em
cardiomioblastos (H9c2) evidenciaram que diferentes fragdes purificadas do veneno
total levaram a reducao da viabilidade celular e que, uma destas proteinas se trata
de uma lectina do tipo-C. Zanotty e colaboradores (2019) identificaram no veneno de
Lachesis muta muta uma LTC que apresentava atividade cardiotdxica, a
mutacitina-1. Essa proteina foi capaz, em embrides de Zebra fish, de levar também a
alteragdes cardiacas, assim como danos no pericardio e indugao a apoptose.

A lectina do tipo-C purificada neste trabalho foi capaz de reduzir a
viabilidade celular de cardiomioblastos, sugerindo que esta proteina € capaz de
gerar cardiotoxicidade. Trabalhos anteriores realizados por nosso grupo de
pesquisa, avaliaram a capacidade do veneno de M. surinamensis em reduzir a
viabilidade celular de outros tipos de células, como do epitélio renal (Vero),
queratinécitos (HaCat) e glioma (U373). Como resultado, observamos que a
concentragdo de veneno necessaria para gerar citotoxicidade nas duas primeiras
linhagens foi bem mais alta quando comparada com H9c2, enquanto que a linhagem
U373, mesmo nas maiores concentragdes testadas, nao foi impactada pelo veneno
(dados né&o demonstrados). Com isso, pode-se inferir que a atividade dos
componentes cardiotéxicos sao especificos e nao possuem uma toxicidade

generalizada, uma vez que nem toda linhagem é sensivel ao veneno.



39

Estes resultados reforgam a presencga de toxinas presentes no veneno de M.
surinamensis que levam a cardiotoxicidade, como apresentado em trabalhos

experimentais in vivo.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados do presente trabalho, observou-se que o veneno de
Micrurus surinamensis foi capaz de reproduzir atividade citotoxica em
cardiomioblastos, como demonstrado por Reis e colaboradores (2017) pelos testes
em cobaias. Além disso, essa potencial cardiotoxicidade é ocasionada por mais de
uma proteina presente no veneno. Uma destas proteinas obtida foi caracterizada
bioquimicamente e sequenciada, sendo ela uma lectina do tipo-C, que nomeamos
Ms-CTL..
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