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Lista de Abreviaturas e Siglas

BK- Bradicinina

ACE — Enzima conversora da Angiotensina do inglés Angiotensin Convertin Enzyme
Ach - Acetilcolina

AchR - Receptor de acetilcolina

ACN - Acetonitrila

DTT - Ditiotreitol

ESI - lonizagdo por eletro-spray, do inglés electron spray ionization

MALDI - Dessorg¢do/ionizagdo de matriz assistida por laser, do inglés matrix
assisted laser dessorption/ionization

Mf - Fracdo de M. frontalis

MM - Massa molecular

MM Exp. - Massa molecular experimental

MS - Espectrometria de massa, do inglés mass spectrometry

PLA,- Fosfolipase A2, do inglés phospholipase A,

RedAlq - Polipeptidio reduzido e alquilado

RP-HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, do inglés
reverse phase high performance liquid chromatography

RT- Tempo de retencgao, do ingles: Retention Time

TFA - Acido trifluoroacético, do inglés trifluoroacetic acid

TOF - Tempo de voo, do inglés time of flight

UFLC - Cromatografia liquida ultra- rapida de alta eficiéncia do inglés Ultra-fast

liquid chromatography
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Lista de Aminoacidos

Nome 1letra 3 letras Férmula Massa Massa Média
Monoisotopica

Alanina A Ala C3H50N 71,03711 71,0788
Arginina R Arg C6H120N4 156,10111 156,1875
Asparagina N Asn C4H602N2 114,04293 114,1038
Aspartico D Asp C4H503N 115,02694 115,0886
Cisteina C Cys C3H50NS 103,00919 103,1388
Glutamico E Glu C5H703N 129,04259 129,1155
Glutamina Q Gln C5H802N2 128,05858 128,1307
Glicina G Gly C2H30ON 57,02146 57,0519
Histidina H His C6H70N3 137,05891 137,1411
Isoleucina | lle C6H110N 113,08406 113,1594
Leucina L Leu C6H110N 113,08406 113,1594
Lisina K Lys C6H120N2 128,09496 128,1741
Metionina M Met C5H90NS 131,04049 131,1926
Fenilalanina F Phe C9H9ON 147,06841 147,1766
Prolina P Pro C5H70N 97,05276 97,1167
Serina S Ser C3H502N 87,03203 87,0782
Treonina T Thr C4H702N 101,04768 101,1051
Triptofano W Trp C11H100N2 186,07931 186,2132
Tirosina Y Tyr C9H902N 163,06333 163,176
Valina \) Val C5H90ON 99,06841 99,1326

Cddigo de cores de aminoacidos

As cores foram selecionadas utilizando o padrdao do programa Bioedit, que faz

gradacbes de cores de acordo com hidrofobicidade e cargas de cada residuo de

aminoacido:
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Resumo

Os venenos de serpentes sdo muito pesquisados pela diversidade de moléculas e suas
atividades. Dentre as principais classes de moléculas presentes nesses venenos podem ser
destacas PLA;s e neurotoxinas, por possuirem moléculas com agdes ocultas, presentes em
diferentes sitios das mesmas moléculas. As serpentes da familia Elapidae sdo excelentes
representantes desta diversidade, por apresentarem os dois tipos de moléculas. As
serpentes brasileiras da familia Elapidae estdo restritas ao género Micrurus, chamadas
corais-verdadeiras, pela coloragdo caracteristica. Micrurus frontalis representa bem esse
género devido a diversidade de moléculas contidas em seus venenos e alta
imunogenicidade, que a levou a ser a principal espécie utilizada na fabricagdo de soro
antielapidico. Este estudo objetivou o isolamento de PLA,s presentes no veneno de
Micrurus frontalis, e caracterizacdo de atividades de peptideos encriptados em suas
estruturas primadrias. Foram purificadas aproximadamente 30 fra¢cdes doveneno de M.
frontalis por meio de RP-HPLC em coluna semipreparativa, onde as de concentragdo de
fase mével ACN de eluigdo maior que 35% em geral apresentavam ao menos uma
molecula de massa correspondente a de PLA,s. A fracdo Mf18 foi escolhida pela pureza e
abundancia do componente de massa 13.447,37 Da. Sua estrutura primaria foi
determinada por Degradacdo de EDMAN e seqlienciamento de novo apds reducdo,
alquilagdo e digestdao com enzima Glu-C. Apds comparagao com banco de dados de PLA;s
presentes em venenos de Elapideos, a proteina Mf18 foi enquadrada por homologia, na
categoria de PLA;s de Classe |, pela presenca da alca elapidica caracteristica, nimero de
pontes dissulfeto e comprimento da sequéncia. Pela conservacdo da regido
correspondente a alga ligante ao ion calcio de todas as outras enzimas da Classe |, e pela
identidade de seu N-terminal com peptideos opidides, principalmente encefalina, foram
sintetizados 3 peptideos chamados Elapidorfina-Y, Elapidorfina-W e Elapidorfina-F. Os
peptideos encontrados encriptados na sequéncia da PLA, de M. frontalis foram liberados
através de sintese em silica. Apds sintese em fase sdélida por Fmoc e purificados, as

atividades antinociceptivas foram avaliadas pelo ensaio de tailflick e ensaio de formalina.
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O peptideo Elapidorfina-Y apresentou significativa atividade antinociceptiva quando
comparada ao controle, que se mostrou dependente da dose, do tempo apds aplicacdo e
da relacdo dose X tempo apds aplicacdo. Essa atividade em doses nanoMolares foi
compardvel aquela obtida com morfina. Nos ensaios de formalina, todos os peptideos
apresentaram atividade antinociceptiva, sendo notadamente maior do que o controle na
fase inflamatéria para o peptideo Elapidorfina-W. Muitas proteinas sdo fontes de
peptideos menores, utilizando para isso diversas formas de serem obtidas, sendo a
principal as clivagens de suas sequéncias mais longas em sitios especificos, dando origem
a peptideos com diversas atividades bioldgicas, em alvos distintos. Um exemplo dessa
possibilidade é o peptideo Crotalphine que possui atividade antinociceptiva, e a mesma
sequéncia da porg¢ao N-terminal da Crotoxina, proteina isolada do mesmoveneno
(Crotalus durissus). Os resultados obtidos concordam com o descrito para a prépria
encefalina, que também é resultado da liberacdo enddgena de um peptideo por meio de
modificacdes postraducionais da proteina precursora Proencefalina. O presente trabalho
mostrou a identificacdo e caracterizacdo parcial de PLA, doveneno de Micrurus frontalis e
apresentou a atividade antinociceptiva no SNC e periférica de peptideos liberados de sua

sequéncia por meio de sintese em fase soélida.
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Abstract

Many researches focus on snake venoms due to the diversity of the molecules they
possess and their activities. Among the main classes of molecules in these venoms, the
PLA;s and neurotoxins are emphasized for pursuing different effects encrypted in each
site. The elapidae snakes are excellent representatives of such diversity, because their
venoms contain the two kinds of molecules. The brazillian elapidae are restricted to the
Micrurus genus also known as the coral-snakes for their characteristic color. Micrurus
frontalis well represents this genus for the diversity of molecules and high immunogenicity
of its venom that led to its use in the manufacturing of the elapidae antivenom. The
objective of this study was to identify, characterize and evaluate the PLA,s present in M.
frontalis venom and isolate encrypted peptides with sequences similar to that of bioactive
peptides. The initial chromatography step led to the fractionation of the crude M. frontalis
venom in approximately 30 fractions by RP-HPLC with C18 semi preparative column. Each
fraction that eluted at an ACN mobile phase concentration of 35% and more had at least
one molecule with molecular mass corresponding to that of a PLA,. Fraction Mf18 was
chosen for its purity and abundance of a component with a mass of 13.447,37 Da, which
was then reduced, alkylated had its N-terminal sequenced by EDMAN degradation. The
main fraction resulting of refractioning with analytical C,g was digested using a GLU-C V8
enzyme. Each generated enzymatic cleavage fragment was purified and had their primary
structure determined by de novo sequencing. After comparisons with online elapidae
snake PLA;s databanks, Mf18 protein was placed in the Class | snake PLA,s category due to
its similarity, the presence of the elapid loop, the number of disulfide bridges and the
sequence length. The high conservation of the region corresponding to the Calcium
binding loop among all the Class | snake PLA;s and the identity of this region’s N-terminal
to enkephalin’s, led us to use it as a model for the synthesis of three peptides named
Elapidorphin-Y, Elapidorphin-W e Elapidorphin-F which only differ in their N-terminal by Y,
W and F. Tertiary structure alignment of PLA,s from elapid snakes venoms and mammal

pancreas also revealed similarity in the three dimensional structure of this region. After

XXiii



the synthesis, they were purified and had their sequence confirmed my mass
spectrometry fragmentation and sequencing. Since the primary and tertiary structures
resembles that of the antinociceptive peptide enkephalin, antinociceptive activity was
evaluated through the tailflick and the formalin assay. The Elapidorphin-Y peptide
presented significant antinociceptive activity when compared to control, dependent on
the dose, time after infusion and the relation dose X time. This activity in nanoMolar scale
was comparable to that of morphine. In the formalin assays, all the peptides presented
antinociceptive activity, and was statistically higher than control in the inflammatory
phase for the peptide Elapidorphin-W. The encrypted peptides discovered in a M. frontalis
PLA, sequence were released by solid phase synthesis. Many proteins are sources of
smaller peptides, using many different mechanisms to be obtained, among which the
main is the cleavage of their sequence at specific sites by endoproteinases originating
peptides with diverse activities in various localities. The peptide Crotalphine possesses
antinociceptive activity, and in a interesting way presents the same sequence as the N-
terminal portion of Crotoxin, a longer PLA, isolated from the venom of Crotalus durissus,
raising the possibility of multiple cleavages after the endogenous synthesis. The obtained
results agrees with the described for enkephalin itself, which is also the result of the
cleavage from its precursor protein Proenkephalin by different enzymes. In conclusion,
the present work showed for the first time the partial sequence of a PLA; from the venom
of M. frontalis and the peripheral and central nervous system antinociceptive activity of

peptides released from its sequence by solid phase synthesis.
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Introducao

Serpentes

Elapideos sdo serpentes peconhentas que fazem parte da superfamilia
Colubroidea. Parte da ultima, a familia Elapidae inclui o género Acantophis (deathadder),
Dendroaspis (mambas), Naja (cobras), Hydrophis e Laticauda(seasnakes), Bungarus

(kraits), Micrurus (cobras coral), entre outros (Pyron et al, 2010).

As chamadas cobras-corais verdadeiras ou boicoras (do tupi-guarani: Boi:cobra;
portugués: coral) pertencem ao género Micrurus, que junto aos géneros Micruroides e
Leptomicrurus, constituem a familia Elapidae do novo mundo. S3o serpentes de pequeno
porte, sendo o maior comprimento registrado de 1,60m (Sebben et al, 1996; Campbell e
Lamar, 2004). As cores mais frequentes sdo o vermelho, preto, branco e amarelo,
formando anéis com combinacdes variadas. As corais—verdadeiras ndo possuem fosseta
loreal e apresentam denticdo proterdglifa. S3o oviparas e se alimentam de outras
serpentes (ofiéfagas)(Sebben et al, 1996). Apresentam cabega e olhos pequenos e corpo
cilindrico, com cauda pequena quando comparada a da maioria dos colubrideos. A cauda
pode inclusive ser utilizada para diferenciar o sexo dos animais (Campbell e Lamar, 2004;

Jorge da Silva e Sites, 1999).

As serpentes do género Micrurussao conhecidas pela sua capacidade de gerar
envenenamento pela inoculagdo de seu veneno através de seus dentes inoculadores.
Apesar de ndo desferirem botes, quando pegas ou pisadas podem morder, circustancias
em que acontecem a maioria dos acidentes (Sebben et al, 1996; SINAN/SVS, 2010).
Despertam bastante interesse pela gravidade de seus envenenamentos e pelo quadro
clinico caracteristicamente neurotéxico acarretado em consequéncia da grande
guantidade de neurotoxinas em seus venenos (Savage e Slowinski, 1992; Jorge da Silva e

Sites, 1999).



O género Micrurusé distribuido em 19 espécies no Brasil, das quais as Unicas com
ocorréncia registrada no DF e entorno sdao M. frontalis e M. lemniscatus. A espécie M.
frontalis se encontra na lista de répteis ameagados de extincdo como provavelmente
ameacada (ibama.gov, acessado em 22/02/2010), fato que estimula o melhor estudo para
sua preservacdo, ja que seu veneno é utilizado para fabricacdo do soro antielapidico

(Jorge da Silva e Sites, 1999; Jorge da Silva e Bucaretchi, 2009).

Acidentes ofidicos e epidemiologia

As cobras-corais sdo serpentes consideradas peconhentas que causam acidentes
com a menor frequéncia no Brasil. Provavelmente pelo seu comportamento menos
agressivo que de outras serpentes, hdabito semi-fossorial, pequena abertura bucal,
pequeno tamanho da presa e ocorréncia em lugares pouco habitados por humanos. De
acordo com dados do Ministério da Saude, foram responsaveis por 0,69% (n=1159) dos
169.182 casos dos acidentes ofidicos notificados entre os anos de 2001 a 2009, sem
nenhum o&bito registrado (www.saude.gov.br/sinanweb, acessado em 22/02/2010)(Tabela

1).

Tabela 1. Evolucdo dos acidentes por género de serpente no Brasil, 2001a 2009.
(Fonte:SINAN/SVS/MS).*Sequelas mais frequentes de acordo com o tipo de
envenenamento, ex.: amputacgdo, necrose, etc.

Tipo a’c[dente Cura Curﬁ com Obito Total Porcentagem
ofidico seqiela * do total
Botrépico 139355 2105 386 141846 83.84
Crotalico 14383 255 111 14749 8.72
Elapidico
1142 17 11 .

(Micrurus) 0 >3 0.65
Laquético 4800 107 30 4937 2.92

Nao Peconhenta 6453 38 0 6491 3.84

Total 166133 2522 527 169182 100.00




A atividade mais marcante do ponto de vista clinico é a neurotdxica, porém, o
quadro do acidente elapidico pode ser dividido em local e sistémico (Jorge da Silva e
Bucaretchi, 2009). As manifestagdes locais sdo discretas, geralmente dor e parestesia. Ja
as manifestacGes sistémicas sdo resultado da acdo neurotdxica, gerando sindrome
miasténica e manifestacdes paraliticas tais como: ptose palpebral, turvacdo da visdo,
dificuldade de degluticdo e mastigacdo, dificuldades de manutencdo da posicdo ereta,
diminui¢do da forgca muscular, paralisia total dos membros, dispnéia obstrutiva e restritiva

até paralisia diafragmatica (Vital Brazil, 1987).

Os efeitos locais como edema e hemorragia sdo bastante estudados nos venenos
de corais. De acordo com Gutiérrez et al. (1983), os venenos de M. nigrocinctus e M. alleni
provenientes da Costa Rica, M. frontalis, M. carinicauda e M. surinamensis da Colombia,
nao induzem edema ou hemorragia. No entanto, Barros et al. (1994) mostram que os
venenos de Micrurus oriundos da regido Amazonica, exceto M. surinamensis, nas mesmas
doses testadas por Gutiérrezet al. (1983), apresentam intensa atividade edematogénica.
Cechini et al. (2005), comparando a atividade biolégica e enzimatica entre diferentes
espécies de Micrurus brasileiras, relatam significante formacdo de edema e miotoxicidade

inclusive em M. surinamensis.

Alguns pacientes mordidos por M. surinamensis e M. filiformis descritos na
Amazonia Brasileira demonstraram parestesia no membro mordido e pouca dor (Pardal et
al., 2010). Nestes casos apenas o sintoma neurotdxico referente a paralisia foi claramente

evidenciado.

Venenos de elapideos

O conteudo neurotdxico e os efeitos fisioldgicos atribuidos aos venenos de

elapideos representam as caracteristicas mais distintas entre os venenos de serpentes em



geral, que sdo principalmente constituidos de PLA,s e metaloproteases (Alam et al, 1996,

Nawaraket al, 2003, Graham, 2008).

Quando testados in vitro ou com animais de experimentagdo os venenos de
Micrurusse apresentam extremamente ativos e com alta toxicidade. Vital Brazil (1987)
descreve mudancas neurofisioldgicas como as induzidas pelas a-neurotoxinas e efeitos
pré-sindpticos nas juncées neuromusculares provocadas pelos venenos de M. corallinus e

acdo pré e poés-sinaptica pelos venenos de M. frontalis e M. lemniscatus.

As neurotoxinas pré-sinapticas sdo proteinas de massas molecularesque variam de
12 a 60 kDa. Atuam impedindo a liberacdo de acetilcolina na fenda sindptica nas
terminacdes nervosas axonicas da juncdo neuromuscular de nervos motores (Vital Brazil

1987; Oliveira et al, 2000).

As neurotoxinas pos-sindpticas possuem massa molecular variando entre 6 a 14
kDa, e atuam por fixacdo competitiva nos receptores colinérgicos das membranas pos-
sindpticas, sem atividade enzimatica. Sdo encontradas nos venenos de M. surinamensis
(Aird et al, 1993), M. frontalis (Francis et al, 1997) e atividade semelhante foi identificada
em veneno bruto de M. lemniscatus (Vital Brazil, 1965). O veneno de M. frontalis age de
maneira reversivel e irreversivel, quando da competigdo por D-tubocurarina (Vital Brazil e

Vieira, 1996).

As cardiotoxinas sdao estruturalmente préximas das neurotoxinas e a agdo
cardiovascular é também descrita experimentalmente, com os venenos de M. fulvius
(Francis et al, 1993) e M. frontalis (Francis, et al, 1997). Os autores relacionaram esse
efeito a presenga de uma PLA, hipotensora (HT), a qual ainda ndo possui sua estrutura
determinada em M. frontalis.Estudos prévios do laboratério de toxinologia da
Universidade de Brasilia mostraram atividade cardiotdxica causada pelo veneno bruto de
M. frontalis em coragdo in situ de Rana catesbeiana quando injetados na veia cava, efeito

ndo evidenciado nos testes com o veneno de M. lemniscatus (dados ndo mostrados).



Bioquimica do veneno de Micrurus

As serpentes do género Micrurus, pelo seu reduzido tamanho e
consequentemente pequeno cranio, produzem pouca quantidade de veneno. Além disso,
sdo serpentes de dificil manuteng¢do em cativeiro, pois as corais-verdadeiras raramente se
alimentam nesse ambiente. Isso aliado ao baixo rendimento de veneno por extracdo leva
esse veneno a ser dificil de ser estudado e, consequentemente, a escassez de estudos

bioquimicos e farmacolégicos no género (Jorge da Silva e Bucaretchi, 2009).

O veneno das serpentes varia em constituicao influenciado por varios fatores como
sexo, alimentagdo, clima, reprodugdo, estresse, modo de extracao e origem geografica.
Diferencgas interespecificas foram determinadas em relagdo a composi¢do, concentragdo
enzimatica e atividade miotdxica entre os venenos de Micrurus (Aird e Silva, 1991;
Gutiérrez et al, 1992). Dessa forma, um fator que se torna importante é a presenga de
varias espécies novas, ainda ndo identificadas, que podem ainda serem confundidas com

as ja descritas (Campbell e Lamar, 2004).

Foi observado que WMicrurus frontalisndo possui atividades coagulante,
desfibrinogénica, hemorragica, necrdtica ou proteolitica compardvel agerada por Bothrops
alternatus e Crotalus durissus(Sanchez et al,1992), sugerindo que cada atividade fosse
caracterizada individualmente. Outros estudos em M. altirostris mostram intensa resposta
edematogénica e inflamatdria, quando comparado com os venenos de M. lemniscatus, M.
frontalis e M. ibiboboca, que geram edema menor (Moraes et al, 2003). No mesmo
trabalho é mostrada atividade miotdxica causada pelo veneno do género Micrurus.
Embora hajam também efeitos hemorrdgicos que comecaram a ser demonstrados
experimentalmente, estes nunca foram registrados clinicamente em humanos. Os
venenos de M. brasiliensis, M. lemniscatus, M. pyrrhocryptus, M. corallinus e M. frontalis
causam hemorragia visceral, pulmonar e subendocardica em ratos (Francis et al, 1998;
Jorge da Silva e Bucaretchi, 2009). Ja foram também caracterizadas atividades protedsica,
fosfodiesterasica e 5’nucleotiddsica; atividade L-aminodcido oxidase, L-aminodacido

desidrogenase, acetilcolinesterasica e leucina aminopeptidasica varidvel; atividade



hialuronidasica e fosfolipasica entre moderada e alta em algumas espécies de

Micrurus(Aird e Jorge da Silva, 1991; Tan e Ponnudurai, 1992).

Os venenos de M. nigrocinctus, M. lemniscatus, M. surinamensis e M. frontalis
apresentam alta taxa de ruptura de preparagdes de lipossomos e atividade miotdxica.
Além disso foi detectado que a maior taxa de atividade anticoagulante e a maior atividade
fosfolipasica esta presente em M. frontalis e M.nigrocinctus, sendo estas as espécies com

0s venenos mais toxicos testados (Cechini et al, 2005).

Os venenos de Micrurus foram estudados para deteccdo de componentes isolados
com atividade bioldgica. Foi purificada do veneno de M. fulvius uma fosfolipase do tipo A,
de massa molecular de 14 kDa, com 119 residuos de aminoacidos sendo 12 cisteinas, que
apresenta homologia com fosfolipases de Naja melanoleucaeNaja mossambica(Possani et
al., 1979). Aird e colaboradores (1993), caracterizaram uma neurotoxina pés-sinaptica de
massa 6545 Da no veneno de M. surinamensis que possui forte homologia em seqliéncia
N-terminal com as encontradas nos venenos de outros elapideos como Dendroaspis

jamesonii, Dendroaspis viridis e Naja melanoleuca.

Foram isoladas e caracterizadas do veneno de M. nigrocinctus nigrocinctus sete a-
neurotoxinas, cinco fosfolipases A2 e asnigroxinas, que sdo proteinas que se ligam a
receptores de acetilcolina e sdo estruturalmente relacionadas as a-neurotoxinas de cadeia

curta e longa de Naja (Rosso et al, 1996; Alape-Girén et al, 1996).

Micrurus frontalis

M. frontalis é uma espécie fundamental do ponto de vista de saude publica, pois
seu veneno é altamente imunogénico e possui alta diversidade de componentes. O soro
antielapidico produzido atualmente no Brasil possui no pool de inoculagao em cavalos, os
venenos de M. frontalis e M. corallinus, o que o torna eficiente para a grande maioria de

acidentes causados por corais-verdadeiras nopais (Jorge da Silva e Bucaretchi, 2009). No



entanto, ultimamente esta espécie tem sido de dificil captura, e em alguns estados se

encontra incluida na lista de espécies provavelmente ameacadas (Ibama, 2010).

O veneno da serpente M. frontalis apresenta dose-letal (i.v.) de 0,5 ug/g de
camundongos (Jorge da Silva et al, 1993), atividade miotdxica elevada com niveis de
creatino-cinase no plasma entre 226 + 25 e 606 + 35 U/mL e induz edema no local de
inoculacdo (Gutiérrez et al, 1983). Em ratos, causa hemorragia visceral, pulmonar e

subendocardica e em camundongos provoca hipotensdo (Francis et al, 1997).

Moreira et al (2010) realizaram procedimentos cromatograficos diferentes dos que
haviam descritos até o momento e separaram, na primeira etapa cromatogréfica
semipreparativa, mais de 20 fracdes do veneno de Micrurus frontalis, enquanto estudos
anteriores identificavam 10 fracdes iniciais (Jorge da Silva et al, 1991; Francis et al, 1997).
Este estudo também purificou e caracterizou seis novas neurotoxinas possivelmente da
classe de neurotoxinas de“3 digitos”, testadas na jun¢do neuromuscular de Rana
catesbeiana, o que confirmou atividade neurotdxica pds-sindptica. Foram identificadas
homologias com toxinas presentes em outras espécies de Micrurus e Naja (Moreira et al,

2010).

Dentre as varias fragGes purificadas por Moreira et al, (2010), muitas ainda
carecem de ser caracterizadas. Por se tratar de um complexo de 7 espécies de Micrurus, a
serpente M. frontalis possui ainda grande diversidade de toxinas em seu veneno que

induzem atividades a serem descritas(Jorge da Silva e Sites, 1999).

Esse trabalho prioriza a exploragdo do veneno de M. frontalis, para a identificagao
e caracterizagdo dos componentes que ainda ndao foram descritos, além de apresentar
possiveis estratégias de busca e demonstracdes de novas atividades bioldgicas antes

consideradas improvaveis.



As fosfolipases A, (PLA,s)

As PLA;s constituem uma grande familia de enzimas com diversos fatores que as
relacionam e as fazem ser classificadas nos grupos de | a Xll. Esses fatores sdo
principalmente catdlise, sequéncia proteica, massa molecular, nimero de pontes
dissulfeto e dependéncia de Ca** para desempenho de atividade (Kini, 2003, 2006). Sdo
uma familia de enzimas lipoliticas que catalizam a hidrélise de ligacGes de ésteres de
acidos graxos na posicdo 2 de 1,2-diacil-sn-3-fosfolglicerideos produzindo acidos graxos

livres, que sdo por si sé liticos, e lisofosfolipideos (Mukherjee, 2007).

A maior parte dos efeitos tdxicos das PLA,s de serpentes esta ligado a esse
mecanismo, chamado de atividade catalitica ou enzimatica. Alguns estudos mostram que
essas enzimas primeiramente se ligam a membrana para somente entdo carregar o sitio
ativopara a reacdo de lipdlise. Essa reacdo depende da estrutura dupla de His-Asp com
uma molécula de agua como nucledfilo e utilizam um fon de Ca** como cofator
(Mukherjee, 2007). Entdo, tem se tornado cada vez mais clara a diferenga na seletividade
que PLA,s de diferentes fontes possuem por membranas com diferentes cabegas polares e

cadeias de acidos graxos (Mukherjee, 2007).

As fosfolipases do tipo A,, apesar de apresentarem a estrutura primaria e grande
parte da estrutura secunddria conservadas, possuem outras atividades bioldgicas, que
podem ou ndao depender da atividade enzimatica. Tais atividades sdo determinadas por
“sitios farmacoldgicos” presentes na molécula de PLA,, os quais sdao reconhecidos por
regides especificas da superficie da membrana celular, que atuam como receptores ou
aceptores. A interacdo entre o sitio farmacoldgico e a proteina alvo se dd por carga,
hidrofobicidade ou forcas de van der Waal’s. Os fatores como concentrac¢do, dependéncia
de outras proteinas e do ion calcio, também influenciam na afinidade ao receptor (Kini,
2003).0s alvos das PLA,s sdo constituidos por proteinas ou glicoproteinas, que sdo
caracteristicos para cada espécie ou taxon. A afinidade da atividade enzimaticaé de4a 6

vezes maior que aquela da atividade farmacoldgica, o que pode explicar a formagao de



complexos protéicos e ainda, por que frequentemente a atividade farmacolégica depende

da atividade enzimatica.

Gutiérrez et al(1983, 1992) descreveram atividades hemolitica, cardiotoxica,
miotdxica e neurotdxica pds-sinaptica no veneno de Micrurus. A acdo miotdxica pode
estar associada a acdo neurotdéxica, ou parcialmente mascarada por essa.

Experimentalmente a maioria dos venenos de Micrurus pode causar mionecrose.

As fosfolipases A,podem agir de forma direta ou indireta na formacdo do edema
(Lomonte et al, 1993). Uma PLA, com acdo miotdxica foi isolada a partir do veneno de M.
nigrocinctus (Arroyo et al.,, 1987), sugerindo que outros venenos do géneropossuem

compostos similares (Mebs, 1986).

Nas contribui¢des de Francis et al. (1997) foi detectado, no veneno de M. frontalis,
PLA,s de sequéncias semelhantesas pancredticas, principalmente por conterem um
chamado D-loop formando a-hélice, descrito como caracteristico de PLA,s na faixa de
massa de 18 a 22kDa.Neste estudo destacam a possibilidade de se formarem agregados
proteicos, que eluiram juntos dos demais na filtracdo em gel, dificultando o isolamento

pela metodologia utilizada.

Em escala molecular, as atividades farmacolégicas de cada PLA, sdo
desempenhadas de acordo com a sequéncia de aminoacidos de cada sitio da PLA,. Por
isso atualmente as PLA;s ja sdo divididas em porgdes ou sitios (Kini, 2003). Alguns desses
sitios, considerados estruturais, sdo mais conservados do que outros, dando origem a
atividades ou carateristicas mais diversas. Belo et al. (2005) utilizaram o delineamento de

regides funcionais que é apresentado ilustrativamente na Figura 1.
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N-terminal Loop ligante a Ca 2 Sitio catalitico
NLIQFLNMIQ CTTPGREPLV AFAIYGCYCG RGGSBVDE LDRCCQVHDN
Folha Beta
C YoD CSEGKLTCKDNNTK
C-terminal

FAKAPYNDKN YKIDLTKRCQ

Figura 1. Estrutura primaria da PLA, de Micrurus dumerelii com as regides referentes a
cada sitio funcional destacadas. (Belo et al., 2005)

Dividindo a PLA, em regides, Kini (2003) propde uma forma como poderiam ser

nomeados os sitios de acordo com suas atividades:
1. Regido de neurotoxicidade pré-sindptica:

Os padrdes hidropaticos das enzimas PLA,s permitiram que fosse predito
gue a hélice E hidrofdbica, com base em 26 sequéncias de aminoacidos (Kini e
Iwanaga, 1986a) possui relagdo com a neurotoxicidade. Com isso o segmento
hidrofébico entre os residuos 80 e 100 foi caracterizada como preditor da
atividade neurotdxica. No entanto com o trabalho de Krizaj et al. (1989) é que
foi possivel identificar um sitio neurotdxico na porgdo C-terminal de PLA;s,
onde a substitui¢do de Lisina por Acido Glutdmico modificou as propriedades

eletroestaticas da molécula, reduzindo a atividade neurotoxica.

2. Regido miotdxica

Com base na distribuicdo de cargas e sua densidade Kini e Iwanaga(1986b),
identificaram uma regido com caracteristicas catidnicas que s6 é presente em
PLA,s miotdxicas. Esta regido se localiza na por¢cdo imediatamente a N-terminal

da hélice E hidrofdbica.



11
3. Regido anticoagulante

Kini e Evans (1987) identificaram,a partir da comparagdo de enzimas com
coagulacdo forte, fraca e ndo coagulantes, uma regido entre os residuos 54 e
77 relacionada com esta atividade. Nas duas extremidades desta regido ha
residuos de Lys, que podem ou ndo ser reposicionados por aminoacidos

carregados positivamente ou neutros.

Alguns residuos de aminodcidos também foram notados por exercerem papéis
importantes na funcdo bioldgica, como é o caso da Prolina. Além da elevada probabilidade
de serem encontradas em segmentos de dobra da proteina, sdo considerados sitios de

interacdo proteina-proteina em potencial (Kini e Evans, 1994).

Tendo por base a identificacdo destas regides, alguns sitios das PLA,s podem
determinar a ocorréncia de atividades diferenciadas que ainda ndo foram detectadas, seja
por estarem mascaradas por outras atividades em que os receptores possuem maior
afinidade, ou aquelas nas quais as PLA,s ocorrem em maior quantidade no veneno bruto.
Essas regidoes foram determinados pela analise dos aminodcidos presentes, e por
homologia de sequéncias em proteinas que desempenham a atividade com muita
intensidade. E possivel hipotetizar que atividades que nunca foram descritas em serpentes
estejam estruturalmente presentes nessas proteinas, mas ainda dependam de alguma

forma de liberagdo ou exposigdo para que possam ser desempenhadas.

Apesar da composigdo, variedade de isoformas e a abundancia relativa de PLA;s
em elapideos poder ser comparadas as de viperideos (Nawarak et al, 2003, McCue, 2005),
esses duas fontes de PLA;s, agrupadas em Grupos | e ll, respectivamente, apresentam
diferengas significativas nas sequéncias de aminoacidos, entre as quais a mais marcante é

a chamada de alca elapidica (Figura 2).
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Figura 2. Estruturas primadrias de PLA,s dos grupos IA e IIA mostrando residuos conservados e
idénticos em cada posicdo em uma comparacdo de aproximadamente 200 moléculas de PLA,; Sdo
apresentados também as regiGes associadas a funcOes e com estrutura secundaria. (Adaptado de
Betzel et al, 1999).

Foram mostrados no trabalho de Oliveira e colaboradores (2008) os efeitos de
PLA,s encontradas no veneno de M. lemniscatus em eletroencefalogramas de ratos, apos
administracdo no hipocampo. Foram detectados disturbios comportamentais, convulsdes
e epileptogenia fraca. Estes efeitos sdo semelhantes aqueles encontrados em PLA,s do
velho mundo, que provocam os mesmos disturbios e degeneracdo neuronal. Estas crises
epilépticas, caracterizadas por movimentos clénicos, tiveram inicio tardio (Oliveira et al,

2008).

Os trabalhos apresentados nos paragrafos anteriores revelam a diversidade de
moléculas presentes nos venenos de Micrurus spp. atuantes no SNC. Esse variado
espectro de formas, de mecanismos de acdo leva a acreditar em Ultima instancia, que
expressdes de segmentos diferentes do cddigo genético destes animais leva a variacdes
nas sequéncias das PLA;s que alteram a forma como estas interagem com as membranas
e suas proteinas. A maior proximidade filogenética entre Elapideos, sejam do velho ou do
novo mundo, conservou de tal maneira os sitios responsaveis por estas acdes, que a

maioria das moléculas descritas apresenta algum tipo de atividade neurotéxica. A medida
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gue novos métodos de caracterizagdo sdo desenvolvidos, mais evidéncias vao surgindo da
formacdo de agrupamentos moleculares neurotéxicos nos venenos de elapideos
constituidos por neurotoxinas, PLA;s e outras proteinas, todas intimamente relacionadas

em suas fungdes como resultados de suas estruturas.

Mais estudos sdo necessarios para relacionar a sequéncia de cada um destes sitios
com a atividade que podem desempenhar, como estudos de engenharia molecular que
mostrem a influéncia que cada residuo de aminoacido possui na conformacdo da proteina
e possibilitem a predicdo de atividades pela sequéncia e estrutura. Como resultado serd
possivel o desenvolvimento de peptideos que possam ser incluidos/substituidos em

determinadas proteinas para desenvolver a¢des desejadas.

Peptideos opidides

~

As encefalinas sdo pentapeptideos enddgenos encontrados em altas
concentragbes em tecidos enddcrinos e cerebrais (Hughes et al, 1975). Esses peptideos
estdo diretamente envolvidos na regulacdo da nocicepcdo em vertebrados devido a sua
afinidade pelos receptores p, dek. Em humanos, as encefalinas maduras resultam do
processamento enzimdtico de um precursor com 267 aminodcidos de sequéncia,
contendo quatro cépias de Met-encefalina, uma Leu-encefalina e duas formas da Met-

encefalina com o C-terminal estendido (Comb et al, 1982; Noda et al, 1982).

Os receptores opidides fazem parte da familia de receptores acoplados a proteina
G, que estdo atualmente divididos em quatro tipos, a partir de suas afinidades
farmacolégicas: u (MOR), 0 (DOR), k (KOR) e um grupo semelhante a receptores opidides
(ORL). Os genes desses receptores possuem regides altamente conservadas, assim como
as proteinas codificadas por eles. As variacdes de inser¢des ou perdas de residuos de
aminodcidos em diferentes regides das proteinas precursoras é responsdvel pelas

mudangas em fungdes fisioldgicas (Herrero-Turrion e Rodriguez, 2008).
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Os genes da Proencefalina-A (PENK) estdo presentes em vdrios vertebrados,
mostrando alta identidade de sequéncias (Dores et al. 2002; Walthers e Moore, 2005).
Mais recentemente, Bojnik e colaboradores (2011) reportaram que analogos sintéticos de
formas estendidas da Met-encefalina, o heptapeptideo YGGFMRF e as variantes
polimdrficas presentes em 56 espécies apresentam mutagdes pontuais nos seus C-
terminais, mas conservam a regido sinal de opidides YGGF. A presenca de mutagdes
aliadas a funcionalidade de peptideos permite a investigacdo de fun¢des estrutura-
atividade, desenvolvida pela evolugdo ou pela sintese direcionada pela engenharia

genética.

A producdo de peptideos bioativos a partir do processamento de proteinas mais
longas que podem diferir em atividade ndo é um fenomeno exclusivo da Proencefalina-A.
Outros peptideos opidides como Hemorfinas, Dinorfinas, Nociceptinas, Beta-Casomorfina,
Rubiscolina-6 sdo produzidos até suas formas maduras por processamento endégeno por

meios de enzimas, ou mesmo exégeno (Gutstein e Huda, 2006).
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Perguntas levantadas:

* As PLA;s de Micrurus frontalis apresentam niveis de semelhangas as PLA;s

pancreaticas de mamiferos caracteristicos das encontradas para Elapideos?

e Essas moléculas pertencem a classe 1A?
Hipdteses propostas

1. Como as PLA, secretadas de elapideos e pancreas de mamiferos possuem
sequéncias com elevado grau de similaridade e fungdes digestivas comuns, seria
possivel identificar motivos neuroativos inéditos nas sequéncias das enzimas
multitoxicas de elapideos que ndo estejam presentes naquelas de pancreas de

mamiferos?

2. A sequéncia derivada seria traduzivel em novos andlogos sintéticos os quais, uma
vez isolados da sequéncia parental manteriam sua nova funcdo fisiolégica predita

previamente?
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Objetivos

A proposta deste estudo foi a identificagdo e o sequenciamento de PLA;s no

veneno de Micrurus frontalis.

1. Purificar e caracterizar PLA,s encontradas noveneno de Micrurus frontalis;

2. Determinar a estrutura primaria, por seqlienciamento MS/MS de novo e
degradacdo de Edman, de proteinas purificadas.

3. Comparar similaridade de estrutura primaria com sitios funcionais de outras
toxinas para predigdo de atividade;

4. Sintetizar peptideos correspondentes a sitios estruturais com potencial
atividade bioldgica encriptados nas toxinas purificadas

5. Determinar atividades bioldgicas dos peptideos sintetizados com ensaios

farmacolégicos
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Material e métodos

Veneno

O veneno de serpentes M. frontalis adultas (pool de 4 animais) foi gentilmente
cedido pelo Centro de Estudos e Pesquisas Bioldgicas (CEPB) da Universidade Catdlica de

Goias (UCG).

A extragdo dos venenos de Micrurus ocorreu segundo o procedimento manual de
Aird e Jorge da Silva (1991), no qual tubos microcapilares de 25 a 70 uL foram utilizados

durante a extracao.

Purificacao

Aliquotas de 5 mg do veneno de M. frontalis foram dissolvidas em 500L de dgua
Milli-Q filtrada (Millex 0,22 pm) e aplicadas em um sistema RP-HPLC (ReversePhase - High
Performance LiquidChromatography) (Shimadzu Co., Kyoto, Japan, Série LC-10VP) com
coluna semi-preparativa (Vydac C4214TP1010, 5 um, 10x250 mm, Hesperia, USA). Foi
utilizado gradiente linear de 5% até 95% de acetonitrila com 0,1% de 4cido trifluoroacético

(TFA) em 120 minutos com fluxo em 2,5 mL/min.

As fracbes foram coletadas manualmente e recromatografadas em colunas
analiticas (Vydac C;5 218TP54, 5 um 4,6x250 mm, 300 A, Hesperia, USA e/ou Source 5 RPC
ST 4.6/150 GE Healthcare, Waukesha, WI). Os gradientes foram otimizados de acordo com
o componente de interesse, com fluxo de 1 mL/min, usando como fases méveis agua
Milli-Q e acetonitrila, ambas com 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) (v/v). Todas as

cromatografias foram monitoradas a 216 e 280 nm.
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Apds cada corrida cromatografica, as amostras eram liofilizadas, utilizando
concentrador a vacuo (Centrivap concentrator, Labconco, Kansas City, MO), e estocadas a

temperatura de -20°C, para minimizar degradacao.

Reducao, Alquilacao e digestao com endoproteinases

As fracdes purificadas contendo proteinas com massa molecular maior que 6 kDa
foram dissolvidas em tampdo carbonato de amonio 100mM pH 8,0 e reduzidas apods
adicdo de 50mM de DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)a 70°C por 2 horas. Logo em
seguida, 25 mM de iodoacetamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram acrescidos a

solucdo e incubadas a 37°C por 1h.

A alquilacdo foi interrompida por resfriamento. As amostras entdo foram
dessalinizadas e fracionadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna Cyg
analitica (218TP54 Grace Vydac, USA) em gradiente de forma que o sal fosse eluido
separadamente das amostras de interesse (gradiente linear de 5 a 95% de ACN em 4gua,
em 60 minutos, com 15 minutos a 5% ACN iniciais para eluicdo de sal). As fracdes também
foram coletadas individualmente e liofilizadas, para posterior analise de massas por ESI e
MALDI-TOF/MS. Para identificagdo dos diferentes niveis de alquilagdo, foi utilizado a
massa do grupamento carbamidometil (57 Da) que se liga ao grupo tiol de cada cisteina. A
diferenca entre a massa nativa e a massa alquilada deve entdo ser multipla de 57, e o
numero de cisteinas alquiladas corresponde a essa diferenca dividido por 57. Foi

empregada a férmula abaixo para estimar o nimero de cisteinas alquiladas:

NeCala = Malq — Mnat
M=
Onde:

N2Calg: numero de residuos de cisteina alquiladas

Malq: massa molecular da proteina reduzida e alquilada
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Mnat: massa molecular da amostra nativa
57,1: massa molecular em Daltons correspondente a carbamidometilacdo com
iodoacetamida.

As fracdes com maior numero de cisteinas alquiladas foram utilizadas para a etapa

de digestao.

Para digestdo das proteinas foram utilizadas duas enzimas: Glu-C (immobilized-V-8,
Pierce Biotechnology-Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA)e tripsina
(Immobilized TPCK, Pierce Biotechnology-Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA).
As clivagens enzimdticas foram executadas de acordo com as recomendacbes do
fabricante em tampao bicarbonato de aménio 100 mM pH 7,8, para clivagem especifica
em dacido Glutamico (GLU-C) e tampdo 0,1M NH4HCO3; em pH 8,0, para digestdao em Lisina
e Arginina (tripsina). Para verificagdo do progresso do processo de digestdo, a cada hora
de andamento, uma aliquota de 1 plL foi misturada a matriz a-ciano-4-hidroxicindmico e

analisado por MALDI-TOF/MS.

Ap6bs a clivagem, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante separado e aplicado em coluna analitica C;3 (218TP54 Grace Vydac, USA)
para fracionamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado gradiente
linear de 5 a 95% de acetonitrila com TFA 0,1%, monitoradas a 216 e 280 nm. Cada fracado
foi coletada separadamente e manualmente, congelada em Nitrogénio liquido e
liofilizadas. As fragdes coletadas foram dissolvidas em 30 plL de dagua Milli-Q, donde 1 pL
foi retirado e misturado com as matrizes a-ciano-4-hidroxicinamico (a-cyano) ou 1,5-
diaminonaftaleno(DAN), para analise por fragmentagdo nos métodos LIFT (Laser Induced
Fragmentation Technique) ou ISD (In Source Decay), respectivamente, para analise, como

descrito abaixo.
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Espectrometria de Massa e Sequenciamento de novo

Aliquotas de cada fracdo cromatografica foram diluidas em dgua Milli-Q, donde 1
uL foi adicionado na proporcdo de 1:3 de solucdo saturada das matrizes a-ciano-4-
hidroxicinamico (a-cyano) ou 1,5-diaminonaftaleno (DAN) em acetonitrila 50% e TFA 0,3%
e aplicadas em placa de MALDI-TOF/TOF. Apds cristalizadas a temperatura ambiente
foram analisadas em modo MS (a-cyano) e por fragmentagdo nos métodos LIFT (Laser
Induced Fragmentation Technique) com a-cyano ou ISD (/n Source Decay) com DAN.

Os dados obtidos por espectrometria de massa (MS e MS/MS) foram gerados no
equipamento MALDI-TOF/TOF (Ultraflex Ill,BrukerDaltonics) com laser SmartBeam™,
controlado pelo software FlexControl 3.0. Os espectros foram adquiridos nos modos MS
linear ou refletido, MS/MS (LIFT) ou ISD, utilizando como calibrantes uma mistura de
proteinas (Bruker Daltonics, USA) contendo: insulina, ubiquitina, citocromo C, mioglobina,
citocromo C [M+2H]" e mioglobina [M+2H]" no modo linear. Ja a calibracdo no modo
refletido foi realizada com calibrante Bruker contendo bradicinina, angiotensinas | e Il,
substancia P, bombesina, substrato renina, ACTH (1-17) e insulina. Para o modo ISD o
calibrante utilizado foi BSA (bovine serum albumin) e seus fragmentos.

Os espectros de massa foram adquiridos em séries de 200 disparos de laser até
gue fosse obtido um espectro passivel de ser analisado, a uma freqiiéncia de 100 Hz e
deteccdo de massa nas faixas de 700 a 4000 Da e 4000-31000 Da para os modos refletido
e linear, respectivamente.

Para fragmentacdo de peptideos foi utilizado o modo MS/MS,utilizando o método
de LIFT com aceleracdo de 19kV. Neste método, o ion parental foi selecionado por PCIS
(Precursor lon Selector), para posteriormente atravessar a unidade de LIFT onde foi
fragmentado e em seguida tendo a massa parental suprimida por PLMS (post lift
metastable suppressor). Desta maneira foram gerados espectros nos quais a massa
precursora é isolada e adicionada ao espectro graficamente e os fragmentos sdo gerados

somente a partir da moélcula precursora. Os espectros foram processados utilizando o
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software FlexAnalysis 3.3, por meio do qual também foi executado o seqilienciamento de

novo, auxiliado pelo software PepSeq (MassLynx, Waters).

Sequenciamento por Degradagao de Edman

Para sequenciamento da por¢do N-terminal de proteinas purificadas doveneno de
M. frontalis, foi utilizado o sequenciador automatico de proteinas e peptideos PPSQ-23
(Shimadzu Co., Japdo). Para identificacdo da estrutura primaria as toxinas foram
primeiramente reduzidas e alquiladas.

A massa molecular dos peptideos foi determinada por espectrometria de massa do
tipo electrospray (HCT Ultra ETD, BrukerDaltonics). Apds identificacdo da massa, as

amostras foram sequenciadas seguindo as intru¢des do fabricante.

Andlise da sequéncia

A seqliéncia de aminoacidos das proteinas e peptideos foram comparadas com
seqiléncias disponiveis em bancos de dados por meio do programa FASTA 3 no Expasy
Molecular Server (http://www.expasy.org/) e pelo programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?Jform=1). O alinhamento das seqiiéncias foi
realizado pela ferramenta de multiplos alinhamentos Clustal W pelo site

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ e pelo programa Bioedit.

Sintese de peptideos

Os peptideos apresentados na Tabela 2foram sintetizados manualmente pelo
método de sintese em fase sdlida. A resina Fmoc-Pro-Wang (100-200 mesh, 1%

DVB,peptides International) foi usada como suporte para a sintese e dois grupos
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protetores de cadeias laterais foram utilizados a depender do aminoacido a ser acoplado:
tBu para Thr, Ser e Tyr e Boc para Trp. Para as etapas de remocdo do grupo Fmoc foram
empregadas solugdes de 4-metilpiperidina em DMF (20% em volume), sob agitagdo de 15
minutos. Apds desprotecdo, foi utilizando TBTU (ativador), dimetilformamida (DMF) e
DIPEA (Ethildiisopropilamina) para acoplamento de cada aminodcido. Os peptideos foram
clivados da resina e seus protetores de cadeias laterais removidos com TFA, TIS

(triisopropilsilano) e agua Milli-Q (95:2,5:2,5; v:v:v).

Tabela 2. Heptapeptideos sintetizados com respectivas massas monoisotdpicas.

Nome Sequéncia [M+H]*
Elapidorphin-F H-FGGSGTP-COOH 622.25
Elapidorphin-Y H-YGGSGTP-COOH 638.26
Elapidorphin-W H-WGGSGTP-COOH 661.26

Para avaliacdo da eficiéncia de cada etapa de acoplamento das sinteses foi
utilizado o teste de Kaiser. Neste teste foram adicionadas solugdes de 1)piridina em
KCN-> 2)fenol em etanol = 3)ninhidrina em piridina, nas proporg¢des 1:2:1 (Troll e
Cannan, 1953) a resina testada. Nos casos de acoplamentos bem sucedidos, a solucdo se
tornou amarelada ou avermelhada, indicando que ndo existiam aminas livres para reagir
com a solugdo de ninhidrina. Quando o resultado da reagao foi negativo a solugdo adotou
coloragao azulada, por existirem aminas livres, indicando que o acoplamento da reacgao

nao foi eficiente.

Cada peptideo sintetizado e clivado teve as massas de seus componentes
determinada para conferéncia prévia a purificacdo por meio de HPLC com coluna
semipreparativa Cis. A homogeneidade de cada fracdo foi também comprovada por
andlise em espectrometro de massa do tipo ion trap HCT Ultra ETD (Bruker Daltonics),

com o qual também foram fragmentados e sequenciados por sequenciamento de novo.
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Construcao de modelos e simulagao de dinamica molecular

As coordenadas atOmicas da sequéncia da PLA, (31)YGGSGTP(37) de Bungarus
caeruleus (pdb code: 1U4J) (Singh et al, 2005) foram usadas como modelo para
construgdo. Essa estrutura foi cortada usando o software Pymol v 0.99 (DelLano et al,
2002) e a sequéncia modificada trocando os residuos necessarios para obter os modelos
YGGSGTP, FGGSGTP, WGGSGTP, SGGSGTP, I/LGGSGTP, YGGFM; YGGFMRF e FGGFTGAR.
As simulacbes de dindmica molecular foram desenvolvidas utilizando o software
GROMACS v. 4.5 (Van Der Spoel et al, 2005). Todas as simulacdes foram efetuadas pelos
seguintes procedimentos: primeiro, cada estrutura modelo foi posicionada em uma caixa
cubica de 4x4x4 e solvatadas com moléculas de agua de carga de ponto simples utilizando
Gromos96 como campo de for¢a. A minimizagdo de energia foi entdo executada com o
algoritmo descendente mais ingreme até que a energia fosse menor do que -1.0e+05 kIJ
mol™. Segundo, uma corrida de MD (Molecular dynamics) curta com restricio de posicdo
foi conduzida até que a energia potencial convergiu e estabilizou. A temperatura de
Berendsen foi ligada, setando a temperatura para 300°K. Nenhum pareamento de pressao
foi utilizado e o MD foi desenvolvido por 200 ps. Terceiro e Ultimo, uma corrida inteira de
MD sem restri¢Oes foi efetuada por 500 ps. O pareamento da temperatura de Beredsen e
pressdo isotropica foi utilizado, ajustando a temperatura para 300°K e pressdao para 1.0
atm. As condigOes de ligacao periddicas foi ajustada a coordenadas XYZ e a dinamica de
Langevin foi ligada. As simulagdes foram analisadas com ferramentas inclusas no pacote
GROMACS, visualizadas e editadas utilizando o Pymol software. Os desvios da raiz
quadrada média (RMSD) foram calculados usando g_rms. Todos os graficos foram gerados

utilizando o software de plotagem xmgrace (http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/).
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Ensaios de Atividade Antinociceptiva

Animais

Para o teste de tail flick foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 220 e
250 g do biotério da Universidade de Brasilia.Os animais eram mantidos em gaiolas de
fundo plastico e tampas de metal, com ciclo claro/escuro de 12 horas controlado, agua e
alimento ad libitum.Os procedimentos de acomodag¢do animal se mantiveram de acordo
com a Sociedade Brasileira de ética em Neurociéncias e Comportamento, que concorda
com os guidelines for animal care(EUA). Todos os procedimentos foram planejados para

gerar os dados necessarios minimizando o nimero e o sofrimento potencial dos animais.

Para o ensaio da formalina, foram utilizados camundongos machos pesando entre
25 a 30 g providenciados pela Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) (n= 6 por grupo
experimental). Os camundongos foram mantidos em prateleiras ventiladas (©ALESCO)
com temperatura (22 + 2 °C) eumidade (60-80 %) controladas, com ciclo de 12h de claro e
escuro, acesso a agua e alimentacdo ad libitumaté o momento da experimentacdo.
Aclimatizacdo de pelo menos uma hora foi permitida para todos os camundongos antes
dos ensaios, que ocorreram sempre entre 8 e 14hs. Os animais foram usados somente
uma vez e logo apds término foram imediatamente submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical para minimizar desconfortos adicionais. Os procedimentos
experimentais seguiram rigorosamente os preceitos do Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals do National Institutes of Health (NIH) quanto aos padrdes de ética
para experimentacdo em animais conscientes. Estes procedimentos foram desenvolvidos

de acordo com os preceitos da lei 11.794 de 9 de outubro de 2008.
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Ensaio do Tail-Flick

A cirurgia dosanimais foi realizada de 5 a 7 dias antes das inje¢des intra cerebro
ventriculares para acomodacdo da prétese no cranio, utilizada para inocular na posicao
intracerebro ventricular (i.c.v.), de maneira que isso ndo interfira significativamente nos
resultados comportamentais. A cirurgia, injecdo e medidas de laténcia foram executadas
como descrito por Mortari et al (2007). Um analgesimetro de calor (Insight, Brasil) foi
usado para medir a latencia, que é o tempo em que o rato permanece com a cauda em
contato com a fonte de calor. Os ratos responderam ao estimulo de aquecimento a uma
taxa de 9 °C/s dobrando repentinamente suas caudas, desbloqueando o acesso de um
feixe de luz a célula fotosensivel. O intervalo entre o inicio do aquecimento e a retirada
repentina da cauda foi mensurado até o tempo maximo de 7 segundos (63°C),
temperatura acima da qual poderia causar dano tecidual a pele do rato. Essa latencia foi
medida e quantificada como média de trés mensuragdes. Trés medicdes foram feitas de 5
em 5 minutos antes do inicio da sessdo experimental para o estabelecimento da linha de
base. As medidas de antinocicepc¢do foram tomadas aos 5, 10, 20, 30, 45, 60, 80, 100 e
120 minutos apds recebimento da injecdo icv do tratamento de cada grupo. Os grupos
(n=6 por grupo) foram dividos em: grupo de controle negativo (salina), morfina (controle
positivo a 6, 12 e 24 nmol) ou o peptideo de sequéncia Tyr-Gly-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro
(Elapidorphin-Y) nas concentragdes de 4, 8 e 16 nmol. As concentragdes foram
determinadas tendo por base a atividade da morfina, para produzir efeito antinociceptivo
com intensidade dependente do tempo apds injecdo. Os resultados foram analisados com
teste T (Teste t-Student ndo pareado; P<0,05 em todos os casos). Para analise, os tempos
de latencia (t) foram normalizadas pela criacdo do indice de de antinocicep¢do utilizando a

formula:

(tmedido - tbase)
(t mBx — thase)

indicedeAntinocicepcio(Al) =
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Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média dos valores de
Al e plotados por tempo em que foram medidos. A drea abaixo da curva AlXtempo foi

calculada e expressa com a unidade AUC.

Ao final dos experimentos os animais foram submetidos a eutanasia por overdose
de tiopental sédico perfundido pelo ventriculo esquerdo com solucdo salina (0,9%, v:v) e
depois com paraformaldeido (4% solucdo salina com tampdao fosfato, pH 7,4 a 41°C).
Apbs a perfusdo, o corante azul toluidina foi injetado pela canula cranial com o mesmo
volume injetado nos grupos experimentais para marcagao exata da posi¢cao da canula.
Cada cérebro foi imediatamente removido e colocado em solugdo de formaldeido (4%
salina, pH 7,4) e mantido a 41°C por 24horas, quando foram lavados com solugdo 10 a
20% de sacarose em salina (pH 7,3) a 41°C por 12hs cada. Cada porgdo de tecido foi
embedida em Tissue Tek Paraform (Sakura, USA), congelada e cortada (40mm) em um

criostato (HM 505 E, Microm, Zeiss).

Ensaio de formalina

Os camundongos foram colocados individualmente em compartimentos de vidro
transparente (cubico de 30 cm de aresta) e aclimatizados por pelo menos 20 minutos
antes do experimento. Os peptideos utilizados para tratamento eram aplicados pela via
s.c. 30 minutos antes da aplicagdo da formalina.Como estimulo nociceptivo os
camundongos receberam injecdo intraplantar s.c. de 20 pl de formalina 2,5 % na pata
posterior direita.Apds injecao, os animais foram imediatamente devolvidos as camaras de
observagdao. O tempo em que cada animal passava lambendo ou mordendo a pata
injetada foi contabilizado cumulativamente durante um periodo total de 30 min. Ao
menos dois animais foram observados simultaneamente para cada sessdao experimental. O
tempo gasto em segundos para a resposta a estimulacdo quimica, foi registrado em dois

periodos: 0-5 minutos (primeira fase ou fase neurogénica) e 15-30 min (segunda fase ou



27

fase inflamatdria). Ao final dos experimentos os animais foram submetidos a eutanasia

por overdose de tiopental sddico.

Andlises estatisticas

Os resultados do teste de tail flick tiveram a normalidade avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados normalizados foram analisados usando ANOVA de medidas
repetidas incluindo tempo e dose de tratamento como varidveis. Para deteccdo exata dos
tempos e tratamentos com atividades significativas foi empregado o teste de Tukey. O
programa “R para computacdo estatistica” foi utilizado. As curvas apresentadas foram
comparadas por regressdo nao linear com o teste F, considerando diferencas significativas

guando P<0.05 ou valor valor de F excedendo o valor de F critico.

Os resultados do teste da formalina foram expressos como a média * erro padrdo
da média de 6 animais por grupo. As diferengas estatisticas entre os grupos foram
avaliadas através de analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo teste de
Dunnett. Valores de P menores que 0,05 (P< 0,05) foram considerados como indicativos

de significancia.
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Resultados

Separacgao das fracoes

O fracionamento do venenodeMicrurusfrontalis (Figura 3) por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna semipreparativaC, revelou ao menos
28fragdes. A eluicdodomaior nimero de componentes se deu entre 26 e 46 minutos.
Neste intervalo, na analise por espectrometria de massa, foram detectados diversos
ionsmoleculares de massa variando principalmente entre 5-8 e 12-15 kDa. As fragdes

estudadas neste trabalho foram as de niumero 18 e 21.

Identificacdo das massas moleculares

Cada fragcdo cromatografica do intervalo de 30 a 40 minutos foi analisada
utilizando-se espectrometro de massa (MALDI-TOF Ultraflex Ill) no intuito de identificar os
componentes moleculares presentes. Os espectros de massa médiadas fragdes do veneno
de M. frontalis, no intervalo de tempo de retencdo de 30 a 40 minutos sdo o alvo de
estudo (Tabela 3).As massas identificadas variaram entre 3.000 e 60.000Da, sendo onde se
concentram a maioria das moléculas na faixa de massa de 6a 15kDa (Tabela 3),

correspondentes a neurotoxinas e fosfolipases.
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Figura 3. Fracionamento do veneno bruto de M. frontalispor meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversaem coluna semipreparativaC,, fluxo 2,5 mL/min, sob gradientes linear de

5 a 95% de acetonitrila. A absorbancia foi monitorada a 216 e 280nm.
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Tabela 3. Lista das massas moleculares presentes por tempo de retencao das fragdes do veneno
da serpente Micrurus frontalis adquiridas por MALDI-TOF em modo de aquisi¢do linear. As fragdes
18 e 21, onde se concentram a maioria das moléculas com massas moleculares préximos a 13 kDa
sdo apresentadas. Massas moleculares sublinhadas indicam a ocorréncia provavel de duplas

cargas.
Tempo de retengao (min) [M+H]"
38,55(Fr18) 6552,53 6723,51 6794,96 7097,93 7163,60 7519,88 12887,88
13444,66 18361,96 18732,91 19139,73 20231,01 20585,43 20987,60
22266,47 25453,69 26954,76 29374,57 33212,18 40035,66 40423,99
47607,25  54850,12
40,20(Fr21) 6553,56 6653,95 6771,22 6843,32 7189,62 11135,40  11169,09
13103,35 13305,00 13538,80  20554,89  22339,81 22761,02  24686,28
25144,64  26658,04  27649,76  34647,72  44624,89  49232,67
41,43 5325,74 7141,68 7286,85 17704,54  18281,54  19599,13  20749,68
25312,75  25786,80
42,34 5329,50 5345,44 6669,99 6742,73 13338,11  13483,10 18111,42
18670,53  20007,61  24473,13  25168,03 26689,59 30861,81  32031,89
32334,28 39596,47  40042,28  53406,27 54163,83
42,90 5327,42 6641,68 6677,67 13279,58  13351,42  18101,40  18681,10
19988,64 20871,05 22968,32 24613,10 25140,66 26660,81 30846,31
39544,18 39879,63
43,26 2107,96 2663,26 2882,88 4093,99 4446,95 4448,69 5327,18
6152,10 6223,86 6673,15 6745,97 12301,03 12443,83 13344,23
13489,41 17151,02 17630,37 18144,72 22969,73 24080,38 25192,15
27931,27  37350,78  38508,30  39632,37
43,62 5329,21 6675,57 6748,65 7954,59 13350,82 13495,91 15905,24
17689,74 18888,54 19796,21 20047,23 21375,86 25205,92 25702,12
26713,89  27984,04  29275,64  31034,48  34130,57 35043,27 36999,14
37689,39
45,03 6758,24 6871,07 13514,72  13741,52  18517,08  20194,02  20388,55
25686,95 27174,11  29010,02  30231,42 33017,76  40400,38  40760,05
43694,95  54267,24  55341,93
45,39 6725,96 13450,83
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Fracio 18 (MF18)

Esta fragdo que ja havia sido analisada por MALDI-TOF (Ultraflex 1, Bruker
Daltonics) foi novamente analisada utilizando-se de espectrometro de massa de resolucao
mais elevada NanoESI-SYNAPT HDMS (Waters Co.) para determinacdo de massas
presentes (Figura 4), onde foi detectado que a fragdo contém diversas faixas de massas
moleculares, e portanto ainda necessita de novos passos cromatograficos para melhor

separagao.

mass (Da}

Figura 4. Espectro de massa da fragdo 18 apds RP-HPLC em coluna semipreparativa C;. Sdo
apresentadas massas moleculares nas faixas de 5, 7, 9, 10, 12 kDa, sendo o de maior intensidade o
componente molecular de massa 13.447,00 Da. O espectro foi obtido por espectrémetro de massa
do tipo NanoESI-SYNAPT HDMS e processado pela adicdo de sinais de cada envelope isotépico
utilizando a fungdo MaxEnt (MassLynx, Waters, USA).

As massas detectadas com maior intensidade na fracdo 18 foram 13.447,0 Da e
13.590,5 Da (Figura 4). Outros componentes menos intensos foram encontrados, de massa

7.093,9; 12.888,0 e 15.000,0 Da. Para que a caracterizacdo da cada molécula fosse feita,
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foi necessario remover todos os contaminantes. Deste modo, foi necessdria realizagao de

novos passos cromatograficos em coluna analitica.

No segundo passo cromatografico, em coluna Cig analitica, a fracdo 18 se
subdividiu em 5 outras fragdes, dentre as quais a Ultima e de maior absorbancia (fragdo 5)
é apresentada na Figura 5, encontrada no tempo de retencdo igual a 22,1 min (33,2%
ACN) que foi analisada em espectrometro de massa ESI-SYNAPT obtendo os componentes
mostrados na Figura 6. Confirmando e corrigindo o anteriormente obtido, o primeiro
componente apresentou massa molecular de 13.446,3610,01 Da e o segundo,

13.591,38+0.00 Da (Figura 6).
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Figura 5.Separac¢do da fracdo 18 do veneno de M. frontalis. A fragdo 18 foi purificada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna analitica de fase reversa do tipo Ci5, com fluxo
de 1mL/min. A absorbancia foi monitorada a 216 e 280 nm. As fra¢cdes de menor absorbancia
foram ocultadas, preservando a fragdo 5 de interesse (33,2%).
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Figura 6. Espectro de massa por ESI-SYNAPTdo componente 5 (33,2%
ACN)do fracionamento por RP- HPLC em coluna Cigda fracdo 18 do
veneno da serpente M. frontalis, revelandoas massas
moleculares13.446,36+0,01 e 13.591,38+0.00 que foram identificadas.

A Figura 7 apresenta a distribuicdo isotépica em [M+9H]" do componente de
massa monoisotdpica [M+H]'=13.446,360,01. Esta massa molecular é caracteristica de

fosfolipases. Essa proteina foi seqlienciada apés reducdo, alquilacdo e digestdo com as

enzimas descritas anteriormente.
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Figura 7. Espectro de massa obtido via NanoESI-SYNAPT HDMS do componente
[M+H]"=13.446,3610,01 Da presente na fracdo 18 do veneno da serpente M. frontalis, purificado
por RP-HPLC em coluna Cyg, revelandoenvelope isotdpico carregado com 9 cargas ([M+9H]").
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Reducdo e Alquilacdo (fracdo 18)

A fracdo contendo a molécula de massa molecular 13.446,36+0,01 Da (fracdo 5 da
Cis analitica) foi submetida a reducdo com Dithiothreitol (DTT) e alquilacgdo com
lodoacetamida. A remocdo de sal e refracionamento para revelar os diferentes niveis de
alquilacdo foi realizado por cromatografia de fase reversa com coluna C;g analitica. O
resultado dessa corrida foram 10 fracdes, mostrado na Figura 8, onde as duas fracdes de
maior absorbancia sdo as de tempo de retencdo 67,7 (fracdo 6) e 68,8 (fracdo 7), com

concentracado de ACN igual a 37,3 e 37,9%, respectivamente.

As 10 fracBes obtidas tiveram suas massas determinadas utilizando espectrometro
de massa MALDI-TOF, com o qual foram detectadas aquelas nas quais a alquilagdo
ocorreu em maior numero (Tabela 4). Pela diferenga das massas nativa e alquilada se
obteve o numero total de 7 pontes dissulfeto presentes na molécula, devido as provaveis

14 cisteinas presentes em suas estruturas primarias.

A primeira adi¢cdo de 11 tubos, cada um advindo de uma corridacromatografica de
fracionamento por coluna semipreparativa levou a uma recromatografia em coluna
analitica com pequena diversidade de fragdes, porém a maioria das fragdes continha a
proteina original alquilada, mesmo que em diferentes niveis (Figura 8 A). Na segunda
adicdo de 15 tubos de mesma origem levou a um perfil de recromatografia apds redugao e
alquilagdo totalmente diferente (Figura 8 B), no qual algumas fracBes possuiam massas
ndo contidas na fracdo de origem (Figura 9, Tabela 4).Diversas massas moleculares
detectadas nessas fracdes de cromatografia apds reducdo e alquilacdo ndo correspondiam
a multiplas cargas das massas moleculares nativas, ou mesmo a formas alquiladas em
diferentes niveis (Figura 9). Tal fato pode ser explicado pela presenca de instabilidade da
molécula que perdeu sua estrutura terciaria apds a reducdo, que levou a possibilidade de
hidrdlise, gerando fragmentos da proteina precursora. As PLA,s sdao também conhecidas

por gerarem agregados de proteinas (Magro et al, 2003), como dimeros. Entdo é possivel
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que, ao reduzir essa fragdao, tenham sido liberadas outras moléculas que estavam

agregadas formando este complexo protéico.

As fragbes nas quais foi observado que a maior parte das cisteinas estavam
alquiladas foram utilizadas para sequenciamento direto através de degradacao de EDMAN

ou digeridas com endoproteinases para sequenciamento de novo.

Apo6s conferéncia da pureza de cada fragdo proveniente da alquilagdo,por meio das
massas moleculares presentes (Figura 9), foram determinadas as fracdes com o maior
nivel de alquilcdo da proteina principal presente na fracdo Mf18, e esta teve sua massa

exata determinada utilizando equipamento ESI SYNAPT (Figura 10).
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Figura 8. A: Perfil cromatografico da separagdo da fragdo 5 apds redugdo e alquilagdo por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa em coluna analitica Cyg, fluxo 1 mL/min, de
MF18 com 11 corridas de semipreparativa do veneno de M. frontalis adicionadas. B: Perfil
cromatografico da separacao da fragdo 4 apds redugdo e alquilagdo por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa em coluna analitica Cy3, fluxo 1 mL/min, de MF18 com 15
corridas de semipreparativa do veneno de M. frontalis adicionadas. A absorbancia foi monitorada
a 216 e 280 nm e as concentragdes de ACN de elui¢do sdo indicadas em cada fragdo.
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Tabela 4. Principais fragdes eluidas de cromatografia liqguida com coluna Cisda fragdo 5 isolada,
reduzida e alquilada, sendo a fragdo Mf18-11 proveniente da adicdo de 11 corridas
cromatograficas e a Mf18-15 proveniente da adi¢do de 15 corridas. n.c.: ndo calculado por se

tratarem de moléculas distintas.

Fragao Tempo de retengdo  Massa média nativa Massa média alquilada  Cisteinas alquiladas
MF18-11
6 67,7 14.263,0 14
7 68,8 13.446,36 14.260,0 14
8 70,1 14.202,0; 14.345,0 13
Fracao
Tempo de retengdo Massa média nativa Massa média alquilada  Cisteinas alquiladas
MF18-15
7 34,5 6616,26 n.c.
8 36,0 5002,68; 5790,97 n.c
9 36,5 4197,40 n.c
10 37,2 9296,49; 8544,04 n.c
11 37,7 7284,49 n.c
5764,17; 7677,75;
12 38,0 n.c.;
13.446,36 11540,85
13 38,6 7933,58; 6490,85 n.c.
14 39,3 7107,37; 14213,32 13
15 40,7 7128,26; 14265,86 14
16 41,0 7153,32; 14262,54 14
17 42,5 7128,50; 14266,21 14
18 43,6 7100,41; 14210;533 13
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Figura 9. Espectros de massa das fragées de cromatografia geradas apds redugdo e alquilagdo da
fragdo mais intensa da MF18. A: Fracao 7, B: Fragcao 8, C: Fracao 9, D: Fragdo 10, E: Fragdo 11, F:
Fracdaol2, G: Fragdo 13, H: Fragdo 14, I: Fragdo 15, J: Fragdo 16, K: Fragao 17 L: Fracdo 18.
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Figura 10. Espectro de massa obtido por ESI-SYNAPT deconvoluido do componente com maior nimero de alquilagdes mostrando sua massa
exata de 14.263,48 + 2,23 Da em suas formas de ioniza¢cdo com diversas cargas, de [M+8H]" a [M+19H]" sendo apresentadas. Os espectro
mostra duas curvas gaussianas, que poderia sugerir mais de um componente. Porém apds calculo das massas moleculares dos envelopes
isotopicos correspondentes a cada carga, foi verificado que alguns niveis de protonizagdo ocorrem com maior frequéncia que outros.
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Fracdo 21 (MF21)

Esta fracdo foi analisada através de espectréometro de massa ESI-SYNAPT para

visualizacdo das massas dos componentes presentes (Figura 11).

1639,1
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1505,4 20318
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Figura 11. Espectro de massa da fragdo 21 da separagao por coluna semipreparativa C,, obtido por
ESI-SYNAPT, mostrando a diversidade de massas moleculares presentes.

No segundo passo cromatografico, em coluna C;g analitica, a fracdo 21 foi
recromatografada em 5 outras fragdes (Figura 12), dentre as quais ade numero 4, de tempo
de retengdo igual a 25,9 minutos(34,8% ACN) foi analisada por espectrometria de massa do

tipo ESI-SYNAPT, obtendo os componentes mostrados na Figura 13.
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Figura 12.Fracionamento da fragdo 21 do veneno de M. frontalis por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia de fase reversa em coluna analitica Ci5, fluxo 1 mL/min, onde a absorbéancia foi
monitorada a 216 e 280 nm.Os numeros acima de cada fragdo representam a concentracdo de ACN
na qual foram eluidas.
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Figura 13. Espectro de massa obtido por ESI-SYNAPT deconvoluido do componente 5 (RT:25,9; 36,1%
ACN) da fragdo 21 do veneno da serpente M. frontalis, revelando as massas moleculares dos 3
componentes principais detectados: a:13103.55+0.47; b:13305.45+0.01 ec:6843.17+0.01 Da, em suas

formas multicarregadas.

Também na fracdo de tempo de retencdo 25,9 min foi visualizada massa de
6.843,17+0,01 Da, que se encontra na faixa de massa de neurotoxinas. Esta foientdo
recromatografada para isolamento.A Figura 14 apresenta a distribuicdo monoisotépicaem 8

([IM+8H]") do componente de massa 13.103,55+0,47 Da, que é caracteristica de fosfolipases.
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Figura 14. Espectro de massa obtido por ESI-SYNAPT do componente de massa 13,103.55+0.47 Da
da fracdo 21 do veneno da serpente M. frontalis, revelando distribui¢do isotdpica das forma
carregada com 8 cargas ([M+8H]").

Os trés componentes detectados nessa fracdo (RT=25,9) foram visualizados quando
esta foi recromatografada em coluna Source 5RPC, que nitidamenteos separoucom maior
resolucdo (Figura 15 A). Dos componentes gerados, o segundo e o terceiro (Mf21 _4j 2 e
Mf21_4j 3) foram submetidos a reducdo e alquilacdo e novas purificagcbes, mostradas na
Figura 15 B e C. As fragdes de maior absorbancia mostradas tiveram suas massas
determinadas, para conferéncia da reducdo de todas as 14 cisteinas. Suas sequéncias foram
parcialmente determinadas por fragmentagdo em MALDI-TOF MS/MS (Bruker Daltonics) em

modo ISD.
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Figura 15.A: Separacdo da fragdo de tempo de retengdo 25,9da fragdo 21, do veneno de M.
frontalis por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa em coluna Source

5RPC, fluxo 1 mL/min, com gradiente

otimizado para concentragcdo de ACN de 30 a 40%. A

absorbancia foi monitorada a 216 e 280 nm. B: Purificacdo dos componentes de tempo de
retencdo 26,7 (35,2%, Mf21_4j_2) apds reducdo e alquilacdo e C: Purificagdo dos componentes de
tempo de retencgdo 31,3 (36,1%, Mf21_4j_3) apds redugdo e alquilagdo.
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O componente proveniente da cromatografia em coluna analitica da fracdo 21 de
tempo de retengdo 27,3 (35,2% ACN, Mf21_5j) também teve sua massa e purezas verificadas.
Este componente foi também reduzido e alquilado. As alquilagdes de cisteinas foram

confirmadas por espectrometria de massa (Figura 16).
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Figura 16.A: Separacdo da fracdo de tempo de retengdo 27,3 da fragdo 21 (Mf21_5j), do veneno
de M. frontalis por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa em coluna
Source 5RPC, fluxo 1 mL/min, B: purificagdo da mesma fracdo apds reducdo e alquilagdo. A
absorbancia foi monitorada a 216 e 280 nm.
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Determinacao da estrutura primaria das fracdes Mf18 e Mf21

Mf18

A linearizagdo da fracdo Mf18 além de fornecer dados estruturais sobre o nimero de
residuos de cisteina, que permitem o enquadramento na classe das PLA;s, também permitiu
gue esta pudesse ser analisada utilizando o sequenciador automatico por degradagdo de
Edman. Por esta técnica, chamada neste trabalho de sequenciamento direto, a sequéncia
pbde ser determinada até o aminoacido de nimero 65a partir do N-terminal. A sequéncia
encontrada por degradagdo de Edman foi levada para comparagdo em bancos de dados, e os
alinhamentos mostraram que a Mf18 tem similaridade com PLA;s presentes em serpentes da
familia Elapidae, o que permitiu a predi¢do do restante da estrutura primdaria de modo a

escolher a melhor enzima para clivagem.

A endoproteinase GLU-C e Tripsina foram utilizadas para hidrélise e posterior
sequenciamento das demais por¢des da toxina. Com a utilizacdo desta enzima foram gerados
ao menos quatro fragmentos menores detectaveis, de massas moleculares entre 2000 e
5000 Da, passiveis de serem sequenciados por fragmentagdo na fonte do equipamento
MALDI-TOF (In Source Decay-ISD)(Figura 17). Para fracionamento e entdo purificagdo de cada
fragmento gerado foi entdo utilizado RP-HPLC com coluna Cyg (Figura 17). Foram obtidos 17
fragdes, das quais as mais intensas foram utilizadas para sequenciamento da estrutura
primaria (Tabela 5). As fragdes menos intensas podem ser produto da clivagem de porgdes

gue ndo foram alquiladas.

O sequenciamento dos fragmentos gerados pela clivagem em MALDI-TOF por método
ISD utilizando a matriz DAN e por LIFT utilizando a matriz a-cyano ofereceu dificuldade pela
presenca de diferentes niveis de alquilacdo em cada fracdo cromatografica(Figura 18A). A
massa da diferenca entre uma alquilacdo de cisteina é igual a 57, mesma massa da Gly,
aminoacido presente com frequencia nas PLAs. Por isso mais de uma estratégia

metodoldgica foi utilizada para sequenciar a Mf18.
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Os fragmentos de MS/MS e/ou enzimaticos foram sequenciados utilizando o software

FlexAnalysis 3.0. Este tipo de seqlienciamento, além de confirmar partes da sequéncia

previamente obtida por degradacdo de Edman, permitiu a identificacdo de novas porc¢ées da

toxina (Figura 18B, Figura 19, Figura 20 e Figura 21).
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Figura 17. Perfil cromatografico da separagdo da fragdo 5 (33,2% ACN) do MF18 do veneno de M.
frontalis apds reducdo, alquilagdo e digestdo com a proteinase Glu-C por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa em coluna analitica Cyg, fluxo 1 mL/min, A absorbancia foi
monitorada a 216 e 280 nm. Os nimeros acima dos picos correspondem a concentragdo de ACN em

que eluiram.
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Figura 18.A: Espectro de massa molecular dos compostos presentes na fragdo 11 obtido em modo linear, com
detalhe das diferengas de massa referentes ao grupamento carbamidometil, revelando ao menos 5 niveis
distintos de alquilagdo nesta fragdo. B: Espectro de massa obtido no modo LIFT com matriz a-cyano e
sequenciamento de novo do peptideo de massa monoisotopica 2.744,87 Da presente na fracdo 5 da
cromatografia de purificagdo de Mf18 digerida com GLUC. Os residuos em vermelho necessitam de
confirmagdo.



51

=ik
=1z
A = — e Y ———+— P ——— 8 ———— K ———— A F tam HN—t+ 80— n—
180
" — tam F f—— K B —— F ¥ ® o E—
e
[ E3
[ L]
o}
155
1352016
LT R
02
b 200 fip] T2
1TE [
mims  @SE sz I
Lo 4 EITITEL L i D g 5 EIED
arm | mum BLE g T r“‘.m l o [ | st LLITFIT | dims
: PR N 11 N H Iy, ‘ v b : A
ZI]I] MII] Iillll ﬂllll II]III] IZI]I] I Ihl]
'z
=t
= 113E525
T E
[ C-on [ F [ M [ r ' o ' i ' M ' H ' M '
——H [ L n [ M Bl tam e — 1361l
5]
=20 BE12EL
nm
|
EEULLE
'
210241
Haw 1 205
15
sl n
Elull-3
2204
ADJES () g s
A P ._.l‘:].J-Iu. suind
T T T T T
au i "y ET 1wy [E1

Figura 19. A: Espectro de massa MS/MS da fracdo 4 de massa 1.497,52 Da do fracionamento da
proteina Mf18 digerida com GLUC utilizando a matriz a-cyano em modo LIFT. B: Espectro de massa da
fracdo 2 de massa 1.266,47 Da do fracionamento da proteina Mf18 digerida com GLUC utilizando a
matriz a-cyano em modo LIFT.
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Figura 20. Espectro de massa da fragdo 11 de massa 2.196,47 Da oriundo do fracionamento da
proteina Mf18 digerida com GLUC utilizando a matriz a-cyano em modo LIFT. A sequéncia obtida foi

AKVHQCHPYWTI/LYSYD.
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Figura 21. Espectro demassa da fragdo 11 utilizando a matriz DAN em modo ISD. A sequéncia obtida corresponde a série c de ions. Outra
sequéncia utilizada para confirmagdo da mesma proteina com 57 Da de diferencga, referente a uma alquilagao a mais também é apresentada.

53



54

Tabela 5.Massa molecular e sequéncia dos fragmentos oriundos da protedlise da fragdo MF18com
enzima GLU-C. As sequéncias em azul foram obtidas por fragmentacdo por MS/MS utilizando matriz
a-cyano dos fragmentos enzimaticos. As sequéncias em vermelho foram feitos utilizando matriz DAN
e por fragmentacgdo por ISD dos fragmentos enzimaticos.

Massa
Tempo de
Fracdao detectada Sequéncia obtida
retengao .
[M+H]
2 18,3 1266,47 DHNINPNRCE
4 21,0 1497,52 AANCFAKAPYKQE
11 25,5 2196,47 EAKVHQCHPYWTLYSYD
5 21,7 2744,87 EKCFAKAPYKQEDHNINPNRCE
11 25,5 5244,00 YWTLYSYDCTKGKLTCKGNDTKCKDFVCQCDRA
I 30,0 6306,74 NLYQFKNMIQCTNTRSWLDFADYGCYCGSGGSGKP
VDQLDRCCQVHDNCYDE

A superposicdo das sequéncias dos diferentes fragmentos gerados apods digestdo
enzimatica, permitiu a identificacdo da estrutura primaria contendo 117 residuos de
aminodcidos (Figura 22). A predicdo da localizagdo de cada fragmento foi feita por homologia
de sequéncias de PLA,s de outras serpentes do género Micrurus. A estrutura primaria nativa
encontrada apresenta massa de 13.414,93 Da, e 14.213,23 Da apds reducao e alquilagdo com
iodoacetamida. A diferenga de massa entre o calculo pela sequéncia obtida e a proteina
nativa Mf18 (13.447,00 Da) é de aproximadamente 50 Da. Isso revela a necessidade de
confirmar os aminodcidos da sequéncia inteira por digetdo com outras enzimas,
principalmente nos pontos de clivagem da enzima GLUC e suas vizinhancas, pela dificuldade
de distincdo se a origem do fragmento é de outro nivel de alquilacdo ou da série de ions de
interesse. Além disso, aminoacidos isobdricos como Leucina e Isoleucina necessitam outras
formas de confirmagdo. Aminoacidos com massas préximas como Lisina, Acido Glutamico e
Glutamina ainda necessitam de conferéncia utilizando técnicas com maior resolugdo. A

sequéncia parcial obtida foi denominada Frontolipase.
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Sequenciamento direto

GLU-C frag

10 20 30 40 50
NLYQFKNMIQ CTNTRSWLDF ADYGCYCGSG GSGKPVDQLD RCCQVHDNCY

DEAKVHKCHP YWTLYSYDCT KGKLTCKGND TKCKDFVCQC DRAT_EKCFA

——)

110 117

KAPYKQEDHN INPNRCE

Figura 22. Estrutura primaria parcial da PLA,purificada a partir da fracdo 18 do veneno bruto da
serpente M.frontalis. As setas indicam os trechos da sequéncia que foram determinados por cada
metologia, ambas utilizando a toxina purificada, reduzida e alquilada. Sequenciamento direto foi
designado quando a estrutura foi determinada por degradagcdo de Edman, e GLU-C frag que foi
determinada por sequenciamento de fragmentos por espectrometria de massa.

Mf21

Apbs a reducdo e alquilagdo a estrutura primaria das subfracdes purificadas de Mf21
foram sequenciadas por sequenciamento de novo. A fragmentacdo ocorreu no modo ISD

com matriz do tipo DAN.

As sequéncias foram obtidas a partir da comparacado entre os fragmentos gerados por
MS/MS e o banco de dados de PLA,s presentes nos venenos de outros elapideos (Figura 23,

Figura 24).
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Figura 23. Alinhamento das estruturas primdrias das PLA,s presentes na fragdo Mf21. As 3 fragdes
geradas pela purificacdo da subfragdo Mf21_4j em coluna Source foram reduzidas e alquiladas e
entdo sequenciadas no modo ISD com matriz DAN. As sequéncias geradas foram alinhadas com a
ferramenta ClustalW Multiple alignment, disponivel no software Bioedit 7.0. Os espacamentos foram
introduzidos de forma a aumentar a similaridade das regiGes mais conservadas como cisteinas.
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Figura 24. Alinhamento das estruturas primarias da PLA,s presentes na fragdo Mf21. A fragcdo gerada
pela purificagdo da subfragdo Mf21_5j em coluna Source foi reduzida e alquilada e entdo sequenciada
no modo ISD com matriz DAN. As sequéncias geradas foram alinhadas com a ferramenta ClustalW
Multiple alignment, disponivel no software Bioedit 7.0. Os espagamentos foram introduzidos de
forma a aumentar a similaridade das regides mais conservadas como cisteinas.
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Similaridade de sequéncias

A busca por sequéncias similares a estrutura primaria da proteina Mf18 usando o

software online BLAST resultou em 93% de similaridade com sequéncias de PLA, de outras
serpentes da familia Elapidae (Figura 25). A maior identidade registrada foi de 71% com uma

PLA,, cobrindo 99% da sequéncia de Mf 18 (Tsai et al., 2005). A segunda maior similaridade
registrada também ocorreu com outra PLAisozyme 1 de M. fulvius (Tsai et al., 2005), sendo
70% idéntica, cobrindo também 99% da sequéncia. PLA,s de outros elapideos como Naja,
Bungarus, Notechis, e outros elapideos do velho mundo possuem identidade de 55 a 69%,
sendo as Micrurus corallinus e outras Micrurus brasileiras as com identidade mais préxima

de 71%.

Kini e Evans (1989) apresentaram um modelo para explicar as atividades com base na
estrutura primaria das PLA;s. Utilizando este modelo e com a contribui¢ao de Carredano et al
(1998) foi possivel estabelecer hipdteses sobre as possiveis atribuicGes para determinadas
regides na sequéncia da proteina encontrada em alinhamento com as homdlogas

encontradas (Figura 25).

Pela delimitacdo de cada um desses sitios, a regido onde as sequéncias sao mais
conservadas é correspondente ao loop ligante de calcio (entre os residuos 25 e 37).
Provavelmente por esta ser umaregido funcional, manteve sua estrutura conservada na
maioria das PLA,s Classe | de Elapideos. Dentro da regido correspondente a esse loop,
particularmente os aminoacidos entre 31 a 37 foram identificados por terem alta homologia
com a por¢ao N-terminal de peptideos derivados de Encefalina. Uma analise mais minuciosa
revelou que somente os residuos de numero 31 e 34 variam significativamente nesta
pequena regido. O N-terminal semelhante a Encefalina somente se diferencia pelo primeiro

residuo, que varia entre entre outrosaminoacidos aromaticos (Figura 25).
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N YECYCEREESETF VL CLCRCA
HL YECYCERCERET  vECLCRCAS
HL YECYCERCERETF | COLCRCAS
HC YECYCERCERETF vE CLCRCAS
N YECOYC@SCESETF VL CLCRCAS
[ VECYCRNEESETF VL ELCRCCR
SC YEOYCGSCESCETF VL ELCRCA®
A YECOYCEUCEECTF VL ELCRCCS
N YECYCEREESETF L CL CRCASRHDN
[ YEOYCIACGSETF v EL CRCAQJHCC
A YEOYCEACEESETF VL ELCRCASHCN

Loop ligante Sitio
A Ca* Catalitico

continua...
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100 110 120 130

M 18 eKDHYe(J®pRAIIEKY = KCEBENEYPNR- 6E- - | 116

{
M crurus ful vius oKD FHYON@PRTAAL @ ZAKAPNNK)\FKINBPSR- [@C- -] 117
M crurus nigroci nctus eKDFHYeN@BR L{@=AK NNK)FKNPPTKGSC- - | 118
Aspi del aps scut at us SCNCCHOAA HYGNEBR | MZAC | CONYNY/BLNEREC- - | 119
Naj a oxi ana : CCNNYeAA SYeCebRLAAI [MZACAPNND) YNENL KARSC- - | 119
Naj a kaout hi a CCNCASAA AVGCOPRLAAI [M=ACAPNNNNYNEDL KARSC- - | 119
Naja sagittifera GCNNASAA SYeCEbRLAAI [@=ACAP)NCANYNEBL KARGN- - | 119
Bungar us fasci at us : ACNCHEAA HRENODR | =ACGAP'NCN)FMEBSKTRENCI | 120
Naja atra CCNNAESAA AYIGC@BRLAAI ([=ACAP){TCANYNEBL KARGC- - | 119
Naj a sputatrix : CCNNACAA AVeCeBRLAAI ([=ACAP)NCNYYNNBL KAROC- - | 119
M crurus corallinus - CNCTHEKA RYeNeBRTAAL M= <cRAPNKNNENNNPNR- [@R- - | 119
Pseudechi s porphyriacu AC DSKSeKD F\Y{e A AFAAKE=AK KKENFKIEDTKTRE- - -] 117
Lapeni s hardw ckii : CNNCHEKA FReN@BPRTAAI [=ACAPNKEN YNEBL NKHEC- - | 125
Hemachat us haenachat us ECNNHEAA RYeKOBRL AA| ([ZACAHINCNANY[BL ARHEC- - | 119
Naj a nossambi ca Ne : | 4=ACGAP) | CANYNY)LKERGG- - | 118
Naj a pal lida I KNG | @=ACAP| NANYNEPFKKREC- -] 118
Naja nigricollis I KNG | 4-ACARYI CANYNBNFKKReC- -1 118
Denmansi a vestigiata hiC DENDOKAL SKOPRLAAI [@ZAK NTENFMY\CKTP@OCVI | 122
Pseudechi s australis h(C CSRS lKD \VeAeBAAAAKGZAK NKDNYNEBTKTREC- - | 118
Ophi ophagus hannah I ACNCHEAARYeCORRVAAI [=ACAPNKENI NEBTTTRS- - -] 119
Bungarus flavi ceps I [:APGOER \/OBCOR CFAe NCKINFMBNFKTNGC- - | 120
Naj a nel anol euca h(C CANN ‘AA.DR d-AR NCKINYNRPFNARGC- - | 119
Not echi s scutatus scut I CSKTGeCRFAYeCeBA NCE NKENYNEPPKKREC- - | 119
Lati cauda senifasciata (¢ | [ 4= NKENYNEBRTKKHEK- - | 123
Sitio Folha Sitio C-terminal
Anticoagulante Beta neurotoxico

Figura 25. Alinhamento da PLA, Mf18 com outras PLA,s de serpentes de Elapideos utilizando o software Bioedit 3.0, mostrando as regides com ao
menos 90% de conservagdo com fundo colorido. Também é destacada a conservagdo de sitios funcionais dessas proteinas, particularmente da regido
relativa ao loop ligante a Ca*.(Cédigo de cores: pagina xi)
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Sintese dos peptideos semelhantes a encefalina

O motivo semelhante a encefalina, identificado com alta conservagao entre as
espécies de Micrurus foi utilizado como modelo para sintetizar trés peptideos cujas
sequéncias sdo encontradas em PLA,s de Elapideos, PLA,s pancredticas e até mesmo de
urocordados. Os heptapeptideos sintetizados apresentam alta similaridade com peptideos
opidides. A Figura 27 mostra esses trés peptideos alinhados com peptideos opidides, nos
guaiso aminoacido N-terminal apresenta 90% de identidade entre as sequéncias. A Unica
variagdo na por¢ao N-terminal dos opidides se dd de Tirosina para outro aminodcido
aromatico, a Fenilalanina. Ja entre as serpentes, a mutagdo se da de Tirosina para Triptofano,
mais frequente em serpentes do Género Pseudechis. Os dois aminoacidos seguintes do N-
terminal apresentam 63% de identidade.Logo, os trés aminoacidos aromaticos que ocorrem,
seja em outros opidides ou em serpentes, foram escolhidos para iniciar os heptapetideos,
seguindo a hipotese de que oferecem estruturagdo mais rigida e a distancia necessaria para a

ligacdo em receptores opidides (Figura 25).

O produto obtido da sintese de cada peptideo foi purificado por meio de
cromatografia liquida de fase reversa em coluna semipreparativa Cy5, em seguida analisados
por meio de espectrometria de massa para conferéncia das massas presentes. Sendo
verificada a necessidade de novos passos de purificagdo em dois casos, os mesmos foram
submetidos a recromatografia em coluna analitica Ci3 de fase reversa, utilizando gradiente

linear de 5 a 95% de ACN em 60 minutos(Figura 28 e

Figura 29: A, B, C).
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10

W aegyptia YCCYCYJYGGEGTHV 14
M fulvius YCCYCYYGGEBGTHY 14
B. fasciatus YCCYCPYGGBGTRY 14
B. caerul eus YCCYCFYGGBGTRY 14
M ni grocinctus YCCYCYJYGGEGTHV 14
B. nmulticinctus YCCYCYYGGGTHY 14
A. scut at us YCCFCYYGGGTHY 14
P. australis YGCYCH 14
N. scut at us YGCYCH 14
P. porphyri acus YCCYCH 14
N. scut at us scut at us YGCYCH 14
A antarcti cus YGCYCH 14
A labialis YGCY (] 14
A. superbus YCCYC( 14
D. vestigiata YGCYC( 14
O hannah YGCYCQ 14
L. lati caudat a YCCYCH GGBGTRV 14
S. Scrofa YGCYCH 14
A. nel anol euca YGCY ] 14
P. abelii YGCYC( 14
C. jacchus YCCY 14
Q cuni cul us YGCYCQ 14
H sapi ens YCCY (] 14
E. caball us YGCYCQ 14
R norvegicus YGCYC( 14
P. troglodytes YCGCY 14
M nulatta YGCY (] 14
B.

taur us YGCY(C{ 14

Figura 26. Alinhamento das sequéncias correspondentes ao fragmento localizado entre os residuos
31 e 37de PLA,s dos venenos de serpentes da familia elapidae e do pancreas de mamiferos
(ressaltados em vermelho).



62

Elapidorphin-Y
Elapidorphin-W
Elapidorphin-F
enkephalin
enkephalin-L
casomorphin
casomorphin8
Endomorphin-1
Endomorphin-2
dynorphin LRR RPKLKVDNG- 17
orphanin FQ TEARKSARKLANG- 17

AhOONUIOINNSN

Figura 27. Alinhamento da regido conservada em PLA;s de elapideos com outros peptideos opidides,
mostrando o aminoacido N-terminal com 90% de identidade e o restante do N-terminal com 63% de
identidade.

Elapidorphin-Y
bldorp Elapidorphin-w 7| %°

420
Elapidorphin-F \
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Time (min)
Figura 28. Cromatogramas alinhados dos peptideos sintéticos Elapidorphin-Y, Elapidorphin-F e
Elapidorphin-W, no ultimo passo cromatografico, suficiente para sua homogeneidade e pureza. Essa
etapa correspondeu ao fracionamento RP-HPLC em coluna analitica Cyg.
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A | F:Elapidorphin-F N

- 622,31 Da |
‘ |

B - W: Elapidorphin-W "X
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- 638,36 Da E

Figura 29. Espectros de massa com as respectivas cromatografias de fase reversa, mostrando a massa, pureza e intensidade
dos compostos sintéticos apds multiplas estapas cromatograficas. A: Peptideo sintético de massa 622,31 Da, purificado por
coluna analitica C;g (Fragdo mais intensa); B: Peptideo sintético de massa 661,33 Da, purificado por coluna analitica Cyg
(Fracdo de maior hidrofobicidade, maior tempo de retengdo); C: peptideo sintético de massa 638,36 Da, purificado por

soluna semi-preparativa C,g (Fragdo com tempo de retengdo marcado).
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A alta similaridade das porg¢des N-terminais dos peptideos sintéticos a encefalina, que
€ um peptideo opidide enddgeno, sugerem atividade analgésica. No entanto, nunca foi
verificado atividade antinociceptiva por PLA,s de elapideos. Para posterior conferéncia da
atividade antinociceptiva, é fundamental a conferéncia da estrutura primdria dos peptideos.
Os peptideos ofereceram grande dificuldade em sua sintese pela presenga de uma Prolina C-
terminal.

Como a sintese se da da porc¢do C para a N-terminal, apds a desprotecdo da primeira
prolina ligada a resina, a chance de ser formada dicetopiperazina ciclisando o peptideo é alta,
levando a um impedimento da sintese (Goolcharran e Borchardt, 1998). Desta forma, os
rendimentosdas sinteses foram baixas, sendo que mesmo fazendo a uma escala alta uma
série de coprodutos foram separados durante a purificagcdo e as fragdes de interesse eram
proporcionalmente pouco concentradas (

Figura 29). Por isso foram diversos os passos cromatograficos e apurificacdo foi
extremamente laboriosa.

O alinhamento de estrutura tercidria de PLA,s dos venenos dos elapideos Bungarus
caeruleus e Ophiophagus hannah e do pancreas dos mamiferos Sus scrofa e Bos taurus
permitiu a observagdao de que os residuos da posi¢do 31 de cada uma das moléculas se
direcionam ao exterior quanto trata-se de residuos aromaticos (Tyr e Trp) em comparagao
aos ndo aromaticos (Ser e Leu) (Figura 31). Os venenos de elapideos sdo constituidos em sua
maioria por residuos aromaticos nessa posicdo enquanto os de mamiferos e outros

organismos possuem os residuos ndo aromaticos. Essa caracteristica se relaciona com a
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estrutura terciaria da alga que contém esse residuo que, nos casos das PLA,s de veneno
possuem uma funcionalidade que ndo esta presente nas secretadas em pancreas de
mamiferos. A possibilidade de uma atividade ndo detectada até a atualidade foi levantada
pela semelhanca da sequéncia de aminodcidos (estrutura primaria) da regido correspondente
a essa alca com peptideos opidides com as encefalinas.

Por modelagem dos peptideos desenhados foi possivel representar
tridimensionalmente como se comportariam estruturalmente essas moléculas (Figura 32 A).
A representacdo grafica dos trechos de estrutura tercidria mais estavel por meio da
variabilidade estrutural (root-mean-square deviation - RMSD) obtida por modelos dos
peptideos Elapidorphin Y (verde), Elapidorphin-W (azul), Elapidorphin-F (lilds), do peptideo
hipotético de sequéncia SGGSGTP (rosa), 6-Arg,7-Phe,Met-Encefalina (Lilds escuro) e Met-
encefalina (laranja), no software GROMACS 4.5 permitiu a comparagdo e definicdo de
estabilidades estruturais(Figura 32). Pela representagdo de uma das estruturas tercidrias
mais estaveis do peptideo Elapidorphin-Y, é possivel verificar o anel aromatico que se
mantém na mesma posicdo em relacdo ao restante da molécula, mostrando que existe a
possibilidade da formacdo de estrutura com afinidade por receptores opidides de acordo
com a chamada “Regra da Morfina” (Kane et al, 2006). Para verificacdo dessa possibilidade,
uma das conformagdes mais estaveis foi comparada a mesmas de outros peptideos
sintetizados e a da Met-encefalina e 6-Arg,7-Phe,Met-Encefalina (Figura 33), que mostra
semelhanca em sua forma geral, além da distribuicdo de regides hidrofilicas e hidrofdbicas,

com a protrusdo do residuo N-terminal aromatico. Todas as semelhancas estruturais dos
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peptideos sintetizados neste trabalho com peptideos opidides favorecem a hipdtese de que

os primeiros poderiam exercer atividade antinociceptia comparavel aquela a de opidides.
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Figura 30. Espectros de massa dos peptideos sintetizados, purificados até homogeneidade,
mostrando seu sequenciamento de novo e confirmagdo da estrutura primaria. Os espectros
foram obtidos por ESI HCT ou MALDI TOF Microflex, e processados pelo software Biotools. A:
Elapidorphin-Y, B: Elapidorphin-F e C: Elapidorphin-W.
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o
. SP2P Sus scrofa

W 1M8T Ophiophangus hamnah

IBVM Bos tanrus

Figura 31. Alinhamento de PLA,s dos venenos dos elapideos Bungarus caeruleus e Ophiophagus
hannah e do pancreas dos mamiferos Sus scrofa e Bos taurus. Em detalhe os residuos da posicdo 31
de cada uma das moléculas, mostrando o direcionamento ao exterior dos residuos aromaticos (Tyr e

Trp) em comparagdo aos ndo aromaticos (Ser e Leu).
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Figura 32. A. Representagdo tridimensional de uma das estruturas tercidrias mais estdveis do
peptideo Elapidorphin-Y, onde é possivel verificar o anel aromatico que se mantém na mesma
posicdo tridimensional em relagdo ao restante da molécula. B. Representacgdo grafica dos trechos de
estrutura terciaria mais estavel por meio da dinamica estrutural representada pela variagao estrutural
(root-mean-square deviation- RMSD) obtida por modelos dos peptideos Elapidorphin Y (verde),
Elapidorphin-W (azul), Elapidorphin-F (lilds), do peptideo hipotético de sequéncia SGGSGTP (rosa), 6-
Arg,7-Phe,Met-Encefalina (Lilds escuro) e Met-encefalina (laranja), no software GROMACS 4.5.
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Figura 33. Comparagdo entre as estruturas tercidrias de modelos dos peptideos sintéticos YGGSGTP,
WGGSGTP, FGGSGTP e SGGSGTP com a met-encefalina (YGGFM) e a 6-Arg,7-Phe,Met-
Encefalina(YGGFMRF), gerados pelo software GROMACS 4.5. A cor amarelada mostra regides
hidrofilicas enquanto regides azuladas sdo hidrofébicas.
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Atividade Antinociceptiva

Ensaio deTail-flick

Os peptideos tiveram sua agdo antinociceptiva testada por duas metodologias, sendo
uma com injegdo Intracerebroventricular (icv) e outra subcutanea. Para a primeira foi
utilizado o ensaio de tail-flick. O peptideo de sequéncia mais préxima a da encefalina
(Elapidorphin-Y) foi escolhido para verificar se a homologia dos trés primeiros aminodcidos

da sequéncia N-terminal é o suficiente para conferir alguma atividade.

O peptideo Elapidorphin-Y induziu efeito antinociceptivo dependente de dose no
teste de tailflick. Foram detectadas diferencas significativas (de acordo com os testes
estatisticos apresentados na secdo Analises estatisticas) dependentes de tratamento (pela
injecdo de Elapidorphin-Y)[F(4,17) = 2,57; P < 0,05], tempo [F(7,17) = 3,90; P < 0,05] e pela
interacdo de tempo com tratamento [F(28,119) = 0.95; P < 0.05]. Oteste ANOVA de uma via
mostrou efeito significativo dos tratamentos no tempo 50 minutos [F(4,17) variando de 6.47
a 19.30; P< 0.05](Figura 34). Analises post hoc por teste de Tukey mostraram ainda o efeito
do peptideo nas diferentes concentragdes produziram efeito antinociceptivo significativo
quando comparado com controle. A maior dose testada do peptideo (16 nmol) induziu efeito
antinociceptivo durante todo o periodo do teste. Além disso, no tempo 120 minutos uma
diferenca significativa foi verificada entre a dose mais alta e as duas outras doses. A potencia
relativa do peptideo foi medida comparando-a com aquela da morfina (12 nmol). Esta dose
de morfina foi escolhida experimentalmente por ser a mais alta que ainda demonstra um
efeito dependente de tempo. Em doses mais altas o efeito permanece paralelo ao eixo x,
demonstrando efeito total, que independe do tempo apds aplicacdo. As analises post hoc
mostraram que as latencias de retirada de cauda induzidas pela morfina foram
significativamente maiores que as causadas pelos peptideo Elapidorphin-Y nas duas
concentragdes menores aos 60 min (p<0,05), mas ndo diferiram expressivamente da dose

maior do peptideo(Figura 34).
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A dose 16 nmol Elapidorphin-Y alcangcou maior eficacia aos 100 minutos e
aparentemente permaneceu por mais tempo em agao que outras doses e que a morfina, que
alcancaram seus apices aos 60 min. Considerando o tempo que cada uma das concentragées
injetadas e os diferentes tratamentos necessitam de determinado periodo para alcancgar sua
atividade maxima, e posterior queda aos niveis pre-teste, o tempo em que cada curva atinge
o 4apice corresponderia a metade do tempo total de acdo. O tempo total de acdo
corresponde ao tempo em que o peptideo leva para ser metabolisado no organismo do
sujeito. A avaliar pelo tempo de atividade maxima do peptideo em sua dose mais alta e da
morfina, pode-se hipotetizar que o peptideo causa um efeito antinociceptivo mais duradouro

qgue a morfina.

Por essa razdo, os dados de area abaixo da curva (AUC) foram avaliados, e mostraram
um efeito antinociceptivo similarmente dependente da dose [F(4,14) = 20.18; P < 0.001]. As
andlises post hoc desses dados mostraram efeito antinociceptivo para o peptideo
Elapidorphin-Y (16 nmol) quando comparados as doses mais baixas e a solugdo salina (Figura
35). De fato, estes efeitos induzidos pela morfina foram significativamente maiores que os de
controle, como também os efeitos das duas doses menores do peptideo. Mais uma vez a
maior dose do peptideo e a morfina ndo diferiram significativamente, o que mostra

comportamento similar ao da morfina quanto a intensidade acumulada da resposta.
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Figura 34.Periodo de investigacdo das variagBes de latencias dependentes dos tratamentos das
diferentes doses do peptideo Elapidorphin-Y e tratamentos injetados por icv em ratos. Os simbolos
* # e + representam agrupamentos de respostas similares, onde simbolos iguais mostram que ndo ha
diferenca estatisticamente verificavel entre os pontos, e simbolos distintos revelam pontos onde a
variagdo é significativa.
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Figura 35.Area abaixo da curva relative ao indice de antinocicepgdo no ensaio de tailflick.Os simbolos
* # e + representam agrupamentos de respostas similares, onde simbolos iguais mostram que ndo ha
diferenca estatisticamente verificavel entre os pontos, e simbolos distintos revelam pontos onde a
variagdo é significativa.
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Teste da Formalina

Os trés peptideos Elapidorphin-Y, Elapidorphin-F and Elapidorphin-W foram testados
usando o ensaio da formalina usando a dose com o maior efeito antinociceptivo (16 nmol)

como determinado pelo teste de tailflick.

O efeito dos peptideos sobre a reagdo (lambedura da pata) causada pelo agente
nociceptivo quimico, a formalina, é mostrado na Figura 36. Concordando com o teste de tail-
flick, a primeira fase do teste da formalina (5 min) ndo mostrou efeito antinociceptivo
significativo dos peptideos, embora tenham mostrado uma ligeira redugao nos tempos em

qgue passaram lambendo a pata em relagdo ao controle.

A segunda fase revelou reducdo significativa na dor causada pela formalina causada
pelo tratamento com o peptideo Elapidorphin-W. Os outros peptideos mostraram também
maior reducdo que a demonstrada na primeira fase, porém nao foram significativas quando
comparadas com controle. Na segunda fase os camundongos passaram mais tempo
lambendo a pata devido a resposta inflamatdria, e esse efeito foi exatamente quando os

peptideos mostraram seu maior efeito.

imei Segunda Fase
160- Primeira Fase 250- g
2004
120 T T
z Z 1501
5 S
2 801 E 1
2 £ 100 i
g E ] T
5 5
40+ 50
0= 04
Controle F W Y Controle F % Y
Elapidorphinas Elapidorphinas
(100 pg/kg, s.c., 30 min) (100 pg/kg, s.c., 30 min)

Figura 36. Efeito dos peptideos Elapidorphin-F (F), Elapidorphin-W(W) e Elapidorphin-Y (Y), administrados s.c.
na dor induzida por formalina (Primeira fase a esquerda, e segunda fase a direita) a 16 nmol, em camundongos.
As colunas representam as medias com erro padrdo de ao menos 2 animais. ** Significativamente diferentes do
controle (P<0.01, ANOVA de duas vias).
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Discussao

Esse trabalho descreve a identificacdo, purificacdo e sequenciamento parcial de uma
nova fosfolipase A,Micrurus frontalis, aqui chamada de Frontolipase.Um trabalho prévio
executado pelo laboratério de espectrometria de massa da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia identificou e purificou neurotoxinas e demonstrou as atividades destas em
jungdes neuromusculares de ras (Moreira et al, 2010). Neste ultimo trabalho também foram
identificadas massas e fragmentos de sequéncias com similaridade a de PLA;s.Porém o
estudo atual é o que alcangou maior sequéncia de uma PLA; presente no veneno da serpente

Micrurus frontalis, mesmo com a necessidade de confirmacdo.

Outras analises protedmicas atuais tentaram elucidar mais sobre a composi¢do
protéica do veneno de serpentes do género Micrurus (Olamendi-Portugal et al., 2008,
Dokmetjian et al., 2009, Ledo et al., 2009). A escassez de dados a respeito de Micrurus spp.
advém da dificuldade da manutengdo dessas serpentes em cativeiro, muitas vezes necessaria
para a extracdo de veneno. Essas serpentes, além de dificilmente encontradas em seus
habitats naturais, oferecem pouco volume de veneno bruto a cada extracdo. Além disso, foi
registrado pelo IBAMA que Micrurus frontalis se encontra ameacada de extingdo em alguns
estados onde ocorria, pois é muito dificil ser encontrada nesses habitats. Como exemplo
dessa dificuldade, realizando-se buscas no banco de dados de proteinas da NCBI com a
palavra Micrurus, sao apresentados apenas 185 entradas como resultado, das quais 64 sdo
somente a respeito da cobra-coral mexicana M. fulvius. Alterando a busca para as palavras
Micrurus e phospholipase, apenas 19 resultados sao apresentados, dos quais apenas 5
mostram sequéncias completas de PLA;s, sendo apenas 3 brasileiras, uma de M. corallinus e
duas de M. nigrocinctus. Até o momento, os estudos com o génenro Micrurus concentram-se
em neurotoxinas devido ao efeito neurotéxico que o envenenamento por esse género causa
e a importancia para Saude Publica que esses casos geram. As PLA,s sdo mais estudadas
entre os viperideos brasileiros devido as caracteristicas marcantes dos envenenamentos
causados serem a miotoxicidade e edema, além do numero de acidentes ser mais de 10 mil

vezes maior do que os causados por elapideos.



76

Aird e Jorge da Silva (1991) estdo entre os Unicos que estudaram a bioquimica do
veneno de M. frontalis, no qual detectaram alta diversidade de componentes em relacdo a
outras serpentes do mesmo género. Esses dados concordam com os achados neste trabalho,
pois somente nas separacdes iniciais em coluna semipreparativa do veneno bruto de M.
frontalis foram reveladas aproximadamente 28 fracdes. A partir do tempo de retencdo de 35
min, (aprox 35% de ACN), todas as fracGes apresentavam ao menos uma massa molecular
gue se encontrava na faixa correspondente a de PLA,s (13kDa). Ao serem recromatografadas,
as fragdes revelaram em média 6 outras fragdes, cada. Esses resultados concordam com
Possani e colaboradores (1979) que identificaram 5 fragdes por gel filtracdo seguida por
fracionamento com coluna de CM-cellulose onde identificaram mais oito fragdes com
atividade fosfolipasica. O menor numero de fragdes é explicado pela técnica utilizada para
purificacdo. Nesse estudo com M. frontalis, o numero de fracdes bem resolvidas é
condizente com a técnica de cromatografia em fase reversa e com o volume de veneno bruto
disponivel para estudo. Olamendi-Portugal et al (2008) também utilizaram espectrometria de
massa com ionizacdo por ESI e MALDI TOF para deteccdo de componentes do veneno de
M.surinamensis, porém ndo obtiveram sequéncias completas de PLA,s e sé identificaram
fragmentos oriundos da digestdo com tripsina advindos de um conjunto de moléculas
desconhecidas, onde se utilizaram de similaridade de sequéncias para reconhecer digeridos
de PLAs. Por isso ndo conseguiram identificar a diversdade de PLA;s presentes no veneno

analisado.

A diversidade, acuracia e resolugdo em analises de componentes passiveis de serem
detectados através técnicas de espectrometria de massa depende da qualidade da amostra
oriunda de purificagdo prévia, devido a grande supressado de sinal por moléculas facilmente
ionizaveis, principalmente em analises por MALDI-TOF. A ionizagdo por Eletrospray (ESI) é
frequentemente empregada para analises em que é necessario quantificar, ou mesmo
realizar cromatografia de alta pressdao em série com espectrometria de massa. Mesmo nessa
técnica, a purificacdo prévia e a preparacdo do analito pode influenciar diretamente o
resultado obtido. Apds a purificagdo primaria realizada neste estudo, foram identificados

variados componentes em cada fragcdo. Novos passos cromatograficos foram necessarios
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para a purificagdo e homogeneidade de cada fragdo, de maneira que foram realizados de 2 a
3 passos cromatograficos por componente identificado para que fosse atingido o grau
desejado de pureza para as analise seguintes. Aliando ao fato de que as PLA,s tendem a
formar complexos protéicos ou, mais especificamente, dimeros, é levantada a questdo sobre
a pureza de caracterizacOes prévias feitas apenas com gel bidimensional ou com apenas um
passo cromatografico com colunas de exclusdo molecular. Nesses casos, se duas moléculas
apresentam Pl (Ponto isoelétrico) e massa préxima, a separacdo ndo sera eficiente, entdo
qguando o corte do gel for executado, é bem provavel que vdrias isoformas ou contaminantes

sejam selecionados junto com a amostra de interesse

Diversas neurotoxinas proveninentes de triagens feitas em estudo prévio em nosso
laboratério foram apresentadas (Moreira et al, 2010). Moléculas que apresentavam massa
molecular semelhante a neurotoxinas foram identificadas principalmente nas fragdes eluidas
em até 40% de ACN. Nossos resultados demonstram presenga das PLA,s nas fracdes apds
35% de ACN utilizando o mesmo gradiente, quando os componentes apresentavam massas

concentradas principalmente de 12 a 15 kDa.

As serpentes da familia Elapidae s3ao conhecidas pelos envenenamentos com sinais
neurotéxicos, que levam a danos severos e até mesmo o6bitos. Apesar desta atividade estar
intimamente relacionada a neurotoxinas, na atual andlise do veneno de M. frontalis foi
mostrado que o veneno possui diversidade ndo apenas de neurotoxinas, mas também de
PLA,s. Além disso, enquanto variadas PLA;s de viperideos possuem atividade miotdxica,
hemorragica, cardiotdxica, entre outras, as Unicas que apresentam atividade neurotoxica sdo

as da Classe |, presentes apenas em Elapideos (Kini, 2003).

Diversos autores tem concentrado em descrever formas de classificacdo de PLA;s de
acordo com o comprimento da sequéncia, estrutura tridimensional, nUmero e posicdo de
residuos de cisteina e das pontes dissulfeto além das cargas e hidrofobicidade de residuos
em posicoes especificas (Dufton e Hider, 1983, Carredano et al., 1998, Valentin et al, 1999,
Kini, 2003). De acordo com essa classificacdo a PLA, caracterizada neste estudo pertence a

classe 1, pois além de possuir as 7 pontes dissulfeto caracteristicas, possui também as
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cisteinas para que seja formada ponte dissulfeto entre o residuo 11 e 77. Além disso pode
exercer atividade enzimdtica, pois possui Asp na posicdo 49 e os aminodacidos relativos ao
loop entre 25 a 37 conservados. O sitio descrito como neurotéxico,que se encontra entre os
residuos 59 e 92, é altamente conservado entre frontolipase e outras PLA;, neurotdxicas de
serpentes. No entanto os residuos Met’®, Asp74, Asn®, GIySl, Tyr83, Arg85, Lyssg, Lysgo, val'®
Ala'** s3o descritos como invaridveis em todas as PLA,s com atividade neurotdxicas
monomeéricas (Carredano et al, 1998). Dentre esses aminodcidos considerados invariaveis, a
Frontolipase sé possui coincidéncia na posigdo 80 (Asn), portanto teria pouca indicagdo de
possuir atividade neurotéxica quando em forma monomérica. Em caso de estudos futuros
comprovarem a atividade neurotéxica desta fragao, seria conveniente reparar na formacgdo
de complexos protéicos. Os residuos relativos ao loop elapidico também s3ao conservados,
entre as PLA,s usadas para comparacdo e a frontalipase, indicando ser parte também da
Classe I. O objetivo das classificacOes desses autores é determinar fatores relacionados a

estrutura que venham predizer a atividade bioldgica que possuem.

As posicdes 3, 64 e 66 sdo também importantes para dimerizagdo e para atividade
enzimatica de PLA;s, sendo mais frequente quando ocupadas pelos residuos Tyr, Trp e Phe,
respectivamente. Dal Belo e colaboradores (2005) descreveram a auséncia de atividades
enzimatica e miotdxica nas PLA,s isoladas a partir do veneno de WMicrurus
dumerelliicuranicauda pela auséncia desses aminoacidos nestas posi¢des. Frontolipase
possui Tyr® e Trp®, mas n3o a Phe®, sugerindo baixa atividade enzimatica. Foi mostrado
também pelo mesmo autor usando o modelo de Singh et al (2001), que a presenga de
residuos de Lys nas posicdes 76 e 86 poderiam decrescer a hidrofobicidade dessa regido e
consequentemente a capacidade de interagir com os receptores N e M, responsaveis pelo
desencadeamento da atividade neurotdxica de acordo com Valentin et al (1999). A
frontalipase possui Lys nas posi¢des 74 e 84, que gera também menor hidrofobicidade nesta
regido, porém ainda sdo necessarios testes de neurotoxicidade para detectar a contribuigdo

deles para ligacdo em seus receptores.

As fungdes bioldgicas nao diretamente relacionadas a digestao atribuidas as PLA,s de

elapideos sdo cada vez melhor estudadas e atribuidas a caracteres especificos da estrutura
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dessas enzimas. No entanto algumas fungdes ainda ndo muito bem entendidas e trazem
duvida a respeito da utilidade real, presente em certas regides na sequéncia de PLA;s.
Comportamento semelhante ocorre com a Crotalphine, um peptideo antinociceptivo isolado
a partir do veneno de Crotalus durissus terrificus (Konno et al, 2008) que apresenta 100%
identidade com os 14 aminoacidos C-terminal da cadeia acida da Crotoxina (Bouchier et
al., 1988, Faure et al, 1991, 1994). Ndo é conhecido se realmente a porcdo C-terminal desta
toxina é liberada através de clivagem enzimatica, e ndo foram atribuidas outras funcdes a
esta regido. A pergunta sobre a possibilidade de liberagdo desse peptideo ainda é uma
incégnita. Existem duas hipdteses que podem explicar a origem deste peptideo: A que
considera a possibilidade da existéncia de um gene independente para crotalphina e
crotoxina, e a que admite que a liberacdo da crotalphina ocorre pelo processamento

postraducional de proteinas maiores, como no caso, a Crotoxina.

Valentin et al (1999) e Craig e colaboradores (1999) demonstram uma variedade de
polipeptideos de serpentes, de escorpides e de Conus que vem sendo gerado através de
proteinas precursoras maiores, através de processamento postraducional. Peptideos
funcionais se encontram encriptados nas sequéncias de proteinas maiores, necessitando de
alguma forma de liberagdo. No estudo atual foi detectada uma regidao da PLA; no loop que
contém a sequéncia que permite a ligacdo a Calcio, que apresenta alta identidade e
conservacgao relacionada a PLA;s de outros géneros de Elapideos, de mamiferos e até mesmo
de urocordados.A conservagdo desse motivo pode estar relacionada a necessidade de cdlcio
para desempenhar as atividades enzimaticas, seja tdxica ou ndo, desde a proteina primitiva
util na digestao de lipidios, até as fungdes de defesa atuais em venenos de serpentes
(Valentin et al, 1999). Portanto sempre existe a possibilidade de ter existido como uma
regidao funcional da proteina que durante os processos evolutivos se manteve por
desempenhar fungdo essencial na ligagdo das PLA,s a seus alvos nas células. Essa regido
apresenta também alta homologia a peptideos opidides como a encefalina na sua porgao N-

terminal.



80

Elapidorphins

Os heptapeptideos foram sintetizados com base nas regides mais conservadas de
PLA,s de serpentes da familia Elapidae que possuem homologia com peptideos opidides. O
peptideo sintético Elapidorphin-Y apresenta N-terminal idéntico ao das encefalinas L e M,
Dynorphin A e B, além de a-endorphina, sugerindo efeito analgesico. Esse peptideo foi
purificado até atingir homogeneidade, a qual foi conferida por espectrometria de massa. O

sequenciamento do peptideo revelou o correto acoplamento de todos os aminoacidos.

O peptideo Elapidorphin-Y apresentou efeito antinociceptivo dependente da dose no
ensaio de tail-flick, concordando com o esperado pela sua homologia de sequéncia. Apds
plotar o grafico de area abaixo da curva, foi detectado que o efeito antinociceptivo
cumulativo dos 120 minutos para as duas doses mais altas testadas também é
significativamente maior que controle. O efeito produzido por este peptideo foi compardvel
aquele produzido por morfina. Novos testes devem ser realizados para verificagao de inibicdo

do efeito verificado por antagonistas dos diferentes receptores opidides.

Outros peptideos foram também sintetizados diferindo apenas o aminoacido da
regidao N-terminal. O peptideo Elapidorphin-W utilizou o aminoacido N-terminal mais
conservado entre diferentes PLA,s de Elapideos na posi¢dao da sequéncia onde foi encontrado
o Elapidorphin-Y de M. frontalis. O peptideo Elapidorphin-F trocou a Tyr N-terminal por Phe,
aminodcido que ocupa essa posicdo na Nociceptina/Orphanina FQ (Reinscheid et al, 1995).
Os trés heptapetideos foram purificados a homogeneidade e sequénciados para confirmacao
da estrutura primdria. Esses peptideos foram testados junto ao primeiro pelo teste da
formalina, e mostraram efeito redutor da percepcdo de dor induzida por formalina em
camundongos por via subcutanea. Esse efeito somente se revelou significativamente maior

gue controle na segunda fase do teste (fase inflamatdria), para o peptideo Elapidorphin-W.

Os dois N-terminais mais comuns dentre as PLA,s de Elapideos foram os que geraram
atividade antinociceptiva mais expressiva, que foram W e Y. Devido a maior homologia com a
sequéncia da encefalina, era esperado que o Elapidorphin-Y desenvolvesse maior analgesia,

porém no teste da formalina somente Elapidorphin-W promoveu tal efeito de maneira
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significativamente diferente do controle. Estes dados podem suportar a teoria desenvolvida
por Goldberg (2010), que propde que aminoacidos aromaticos de cadeia lateral com
estrutura rigida possam adotar uma conformacdo semelhante a da piperidina na morfina,
levando ao afastamento ideal reconhecido pelo receptor opidide. Porém ainda sdo
necessarios outros dados para que a estrutura formada seja calculada e confirmada, além de
dados farmacolégicos com antagonistas para cada receptor opidide que evidenciem suas

participacdes no desenvolvimento da analgesia.

O C-terminal dos peptideos possui homologia na posi¢do 6 e 7 com analogos a
Bradicinina (Zhou et al 2008). Li et al (1990) demonstraram que mudancas na Pro na sétima
posicdo alteravam a meia-vida de endorfina em fatias de cérebro. BPPs isolados de venenos
de serpente tem se mostrado inibidores da clivagem por peptidases como a ACE (enzima
conversora de Angiotensina), sendo o C-terminal o principal responsavel por esse efeito (Oka
and Hiranuma, 1992). Os peptideos testados no ensaio da formalina apresentam o C-terminal
similar a inibidores de proteinases, o que sugere que o C-terminal poderia gerar uma
resisténcia a degradagdo, e por conseguinte, uma acdo prolongada. Em comparagdo com
outros trabalhos, foi observado uma tendéncia a prolongamento da agdo, porém os dados

ainda sdo inconclusivos com relacdo a este efeito (Kanai et al, 2002).
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Conclusoes

Este trabalho identificou, purificou e sequenciou a maior porcdo de sequéncia de uma
PLA, do veneno de M. frontalis. Essa PLA, apresentou alta homologia com as presentes em
venenos de outros Elapideos e alta identidade com outras PLA;s presentes em venenos de
serpente do género Micrurus. Foram detectadas pelo menos outras 4 componentes de
massas correspondentes a PLAjs, que ainda necessitam ser estudados e melhor

caracterizadas.

Foi identificada regido na sequéncia de PLA,s de Elapideos com elevado grau de
similaridade com Encefalinas e outros peptideos opidides. Foi demonstrado que esses
peptideos, quando liberados do restante da estrutura da enzima, possuem atividade

antinociceptiva.

O peptideo de N-terminal Tyr apresentou efeito antinociceptivo no ensaio de tail flick.
O peptideo de N-terminal de Trp foi o Unico que apresentou o mesmo efeito no teste da

formalina.

Entdo foi detectada atividade antinociceptiva em uma regido de PLA,s de Elapideos.
Novos estudos sdo encorajados para determinar a natureza dessa atividade, em que tipo de
receptor esses peptideos se ligam e qual é o tempo de duracdo dessa atividade.E possivel a
deteccdo de estruturas primarias dentro de proteinas que podem exercer atividade uma vez

liberadas.
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