UST,

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE QUIMICA

Clonagem, expressao e estudo de alguns cDNAs codificando
proteinas estruturalmente relacionadas as alfa neurotoxinas da
glindula de veneno da cobra coral Micrurus corallinus

(Serpentes, Elapidae).
Alvaro Rossan de Brandao Prieto da Silva

Tese apresentada ao Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo

para a obtengao do titulo de Doutor em Bioquimica.

Orientador: Dr. Paulo Lee Ho

Sao Paulo

Fevereiro de 2002



Ficha Catalogr afica
Elaborada pela Divisdo de Bibliotecae
Documentacdo do Conjunto das Quimicas da USP.

Prieto da Silva, Alvaro Rossan de Branddo
P949c Clonagem, expressio e estudo de aguns cDNAs
codificando proteinas edruturamente relacionadas as dfe
neurotoxinas da glandula de veneno da cobra cora Micrurus
corallinus (Serpentes, Elapidee) / Alvaro Rossan de
Brand&o Prieto da Silva -- S0 Paulo, 2002.
173p.

Tese (doutorado) - Indituto de Quimica da Universidade
de S8o Paulo. Departamento de Bioquimica.
Orientador : Ho, Paulo Lee

1. Biologiamolecular. 2. Toxina: Proteina: Toxicologia
3. Serpente : Toxicologia. I. T. Il. Ho, Paulo Lee, orientador.

574.88 CDD




"Clonagem, Expressio e Estudo de Alguns
cDNAs Codificando Proteinas Estruturalmente
Relacionadas as Alfa Neurotoxinas da Glandula de
Veneno da Cobra Coral Micrurus corallinus

(Serpentes, Elapidae)”

ALVARO ROSSAN DE BRANDAO PRIETO DA SILVA

_ Tese de Doutorado submetida ao Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias - Area Biogquimica

Aprovado por:

: /
S

Prof. Dr. PAULO LEE HO
IQ - USP
(Orientador e Presidente)

e’
Profa. Dra. MARIA TEEESA MACHINI DE MIRANDA
IQ - USP

¢_' ——

" Profa. Dra. SIRLE| DAFFRE
ICB - USP

- ~
f | IL:‘L-"'.L E_E_EI}:) E—/ ) Bﬁfﬂ‘{iv\iﬂ_{_: )

Prof. Dr. MARCELO PORTO BEMQUERER
UFMG

m—
——

z'/- .-. .
(A e O
L W

Profa. Dra. ANA MARIA MOURA DA SILVA
IB

SAO PAULO
28 DE JANEIRO 2002.



SUMMARY ...ttt ettt ettt h e eh bt ettt et et s b e bt s bt e bt e at et et et et et be b 4
RESUMO ettt ettt bbbt ettt ettt s bt s bt e bt sb e et et et e s beebenbe s 5
ABREVIATURAS MAIS USADAS ...ttt sttt ettt s 6
INTRODUGAO. ......oieitiiieeiieeieeee ettt s e s s s s s s s s s sesenaes 9
As SErpentes € SEUS VEIEIIOS .....eiuiiiiiiiiiiiii it 9
As Serpentes Elapidicas ........coueiiiriiiiiiiiiiiicccc e 9
AS CODIAS CCOTALS +vvveueentieuiestiesteete et et et e st e et et e s et e bt estesae e teeatesseen st entesaeenseensesaeeseentesseenseensesseenseensens 10
A Coral da Mata Atlantica (Micrurus corallinus) ............oooovueiimeeeeeieeeieieieeeieeeeeeeeeeeeeeieeeeeeiaeesennns 11

O Envenenamento POr COTaLS ......eeiuiiruiiiiiiiiiiiiieeitieee ettt ettt sne e eneesanesaneeas 11
A Farmacologia do VENENO .......coiuiiiiiiiiiiicicieieicc et 12
Imunologia do VENENO ......cccciiiiiiiiiiiiiiicc e 13
Bioquimica do VENENO ...c..cveuiiiiiiiiiiiciiiicceee e 14
Uma Longa Tradi¢ao no Estudo dos Venenos Elapidicos ..........ccooeveiriniiinincniininciicrceeeeee 14
A Classificagao Estrutural das TOXINas ......couevuerierinirininiitcietcceentese sttt 16
AS FOSTOLIPASES ...ttt ettt 16
Fatores que Afetam 0 Complemento........cceuivueieiiiinieiiiniencieereeeee e 17
[Nibidores ENzimatiCos. ..coueeruiriereieiieieeiese ettt ettt ettt st ae et aeeneas 17

A Familia das Proteinas em Forma de Trés DIgItos ......cccccuvivieiieininieiiiniiciecneeecseeeeees 18

L. Alfa — INEUIOTOXINAS . 1euveuveeueeeieteeiienteeteetesteeste et e stee bt eeesaeesteentesaeeseentesseenseensesneesseensesneenes 18

1.1, O - Neurotoxinas CUITAS ......ueeeureeriuteeriieeniteeniteeeteeesteeesteeesareeesseeesaseeessseeesaseeesaseeenns 19

1.2. o - Neurotoxinas Longas ........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciicc e 19

2. K - Neurotoxinas ou Toxinas INEUTONALS .....cccueerueerriieriiriiienieeiee sttt et e st esaee e e 20

3. Citotoxinas OU CardiOTOXINAS «...eeverueerterrieriertieiesteesteetesteesteetesteetesseesseeeesseesseensesaeesseenses 20

4. Fasciculinas ou ANtiCOlNESTEIases .......evuveruiriirieriieieniierie ettt ettt 21

5. TOXINAS IMUSCATTIICAS ..euvteiieitieeiieeiie ettt ettt ettt e et b e st e e bt e sab e e bt e sabeebeesaeeeaneeeee 21

6. Toxinas Bloqueadoras de Canais de Célcio do Tipo — L ..c..coevevieiiiniiininiiciiicieceee 21

7 IMAMDINGS. ..ttt sttt a et et sa et et e saeenees 22

8. TOXINAS SINEIGISTICAS...c.ueueiuiiiiiiiiti ittt 22

9. Homdlogos das 0 - Neurotoxinas Longas .........c.cceoivirieinininieniiinicieeieneeeeseeeeeeeenes 22

10. Proteinas com Estrutura em Trés Digitos Nao Elapidicas .......ccccvvevcirinincninincnccnenee. 23

10.1 Familia Ly-uPAR e inibidores de PLA, tipo Y .c.veerveieinenicieiirieeceneieeenceeeeeees 23

10.2 Proteinas em forma de trés digitos no sistema nervoso central.........cocccvecerenicvecnenee. 24

A Biologia MOLECUIAT ...c..c.eiuiiiiiiiiiiicc ettt 25

A Biologia Molecular das Toxinas em Trés DIgItos......ccceeveieirenieiiiineniciirence e 25



Uma Nova Abordagem para o Estudo do Veneno de Micrurus corallins...............ccoccveeevcincnncennennee. 28

OBJETIVIOS GERALIS ...ttt sttt ebentens 30
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ovuiueiieiieiieeieisie ettt ss st 30
MATERIAL & METODOS ...ttt sttt bbb sansens 31
1 Andlise da Seqiiéncia de CDINA . .......cciiiiiiiiiicee e 31
1.1 Composi¢ao de Aminodcidos € EStrutura........cooeveiviieiiinieiiineieieceecseeee e 31
1.2 Determinagio do Peptideo Sinal........ccccoviviiiiiiiiiniiiiiiiiicieccececeee e 31
1.3 Similaridade € AlINhamento ......c..coeiiriiiiiiii e 31
14 FILOGENIAS.....euveuiiiiiiieiieitetet ettt st b bbb 34
1.5 Modelo Tridimensional .........c..cociiririiiiieieeeresee ettt 35

2 Estratégia de Clonagem, Expressao € Purificagao ........ccccceevivenieinininiciiinciciccsceeseseeeeeees 36
2.1 Tipos de Vetores e Primers Utilizados........ccocevueiriiinieiiiniiiiinencieeeeeeeeeeeee e 36
2.1.1 pRSETC-nxh8M e pRSETB-SSnXh8 ...c.ccuiiiiiiiiiiiiiieeee e 36

2.1.2 PCP-NXHS.....ooovvovveveeeeesesesessesssssssssssssessssssssssssssssssssssssesssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssseees 38

2.1.3 PEZZNXHS ..oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseceeeessessseseeeseeesss et eseeeesssssessseeeesessese s seeseeereees 39

2.1.4 pRSETB-ZZINXHS ..ottt 39

3 Protocolos de Biologia Molecular ............ccoeciiiniiiiiiiniiiiiiiiccce s 40
4 Selecao dos Clones ReCOMDINANTES........couiruiriiriiiiiieieicterteeter ettt 40
4.1 Por Tamanho....c..couioiiiiniiiiiiccee ettt 40
4.2 Por Andlise de RESTrIGAO ..c.vevuiuiriiriiiiiciictce ettt 41

5 SEQUENCIAMEIITO ..vtiiiiiiiiiiieiie et e e a e ae s 41
6 Expressio e Obtenc¢ao das Proteinas Recombinantes..........coecveirienieiiinieniiininiencincneeeeeeeeee 42
6.1 Lise BaACOrTana . c.eeueeueruieiieiieiiiieieterteet ettt ettt b sttt t e e b b 42
6.2 ChoQUE OSIMOTCO ...veuveiiiiiiieiiiieieiet ettt ettt st ebe ettt ebe e 42

6. 3 Isolamento dos Corpuisculos de INclusao........coeeveirivieiiiniiniiiiiiciccee e, 43

7 Purificagao e Renaturagdo das Proteinas Recombinantes..........cc.coeverenirieiiniincneninicecccnee 43
7.1 Renaturagao de INXHS ...c..iiiiiiiiiiicicee ettt s 43
7.2 Purificagao por Afinidade Metdlica .......ccooevieiiiniiiiiiiiiicicicee e 43
7.2.1 Purificagao de rNXHS .....cc.oiuiiiiiiiiineeee ettt 44

7.2.2 Purificagao de (His)ZZNXHS ......ccoriiiriiieieicteeseseseneseee ettt 44

7.3 DEALISE. ...ttt ettt b et b ettt et ettt naeebe b 44
7.4 Purificagdo e Renaturagao de ZZNXHS8 em IgG Sepharose ........ccccevveivinieininenieinenieienenee 45

8 Andlise das Proteinas RecombInantes. .........coevereririiiiiiiiniininnteteeeees e 45
8.1 SDIS-PAGE ...ttt b ettt b et ae bt 45

8.2 Dosagem de ProteiNa.....c..ccueuiiiiiiiiiiniiieiieieieeeee et 46



9 Imunizagao de CamundOngos........c.ceuevueuiriirieiiiiiiiieieit ettt 46

10 ELESAu 1ttt bbbt b e bbbt ettt ettt b ae e 46
11 WESTEIT BLOTS 1.ttt bbbttt b et 47
11.1 Preparo dos Anticorpos para 0s Western blots........cc.ccuvuerieiriniciiiininiiiiiicecseeeseseas 47
11.2 Western Blot de Proteinas Recombinantes..........coeveviiiriiiiniininininiecicicncsesceeeeeee 47
11.3 Venenos € ANTICOIPOS .....cuiiuiiiuiiiiiiiiiitiiti ittt s 48
11.4 Western blots dos Painéis de VEnenos. .......ccevevveririniririeicieseneeeneeeeetetesesie s 49
12 Ensaios de Ligagao em Receptores Nicotinicos de Misculo de Ratos Neonatos ..........cccceeeevennenee. 49
12.1 Preparo das VesiCUlas ........c.eoueiiuiiiiiiiiiiicieiiccteeee ettt 50
12.2 Ensaios de LIGAGA0 ...couerieuiiuiiiiiiiiiieicieiericeee sttt 50
RESULTADOS. ...ttt sttt 53
O Clone nxh8 Codifica um Precursor de uma Toxina em Trés DIgitos.......cccecvverevvevinincrieininieene. 53
NXHS tem Dez Cisteinas que podem Formar Cinco Pontes Dissulfeto..........ccccvvineiiiininiininenene. 54
Alinhamento de NXHS8 com a Familia de Toxinas em Trés Digitos........cccccveverereieininenneenennne 54
Dendrograma da Familia de Toxinas em Trés Digitos Reflete a Atividade das Toxinas................... 56
As Toxinas com Cinco Pontes Dissulfeto nao sao um Grupo Homogeneo .........cccooeeveevinicinincnenns 57
Alinhamento das Toxinas com Ponte Dissulfeto na Primeira Alga.......ccccocevevinirieiiinicnincnenenene 58
Dendrograma das Toxinas com Ponte Dissulfeto na Primeira Alga ........ccooevveiiiniiinininiciiinenne 58
Vetores para a Expressao de NXHS8 €m E. €0/ c..ouveueiuiniiiiiniiiiiiinicieeiccecsce e 59
Somente o Peptideo Maduro de nxh8 é EXPresso........cceeevveiririeiiiniiniciiinicicineseeeeseeeeeees 60
Os vetores pRSETB-SSnxh8 e pRSETC-nXxh8M ....cviiiiiiiiiiiiiiiiininiecccreseseeceeeeenee e 60
pRSETC-nxh8M Expressa uma Proteina Recombinante em Corpusculos de Inclusao.................... 61
rNXHS8 Forma Agregados apds a PUrificagao .........cccecevuevieiniiniciniiniciiincceneeeeseeeeeeseeee e 62
O Vetor pCP-NXHS .....ooiiiiiiiite ettt sttt ettt et sae e s be s 62
pCP-NXHS8 Expressa uma Proteina de Fusao Soltvel no Citoplasma Bacteriano..........ccccceeueneee. 63

Os Soros Anti — Elapidico e Anti — INXH8 Reconhecem as Proteinas Recombinantes Expressas por

PRSETC-nxh8M € pCP-INXHS .....c.cciriiiiiiiiiieinieiieicirteereeet ettt ee 63
Purificagao e Renaturagio da Proteina rZZNXHS8 em IgG - Sepharose.......c.covevveiiininieininnennne 63

O Vetor pEZZ-NXH8 Expressa a Proteina de Fusao no Periplasma ........ccccovivieiiinincniincnnennn 64

O Vetor pRSET-ZZNXHS8 Produz uma Proteina Soldvel com Cauda de Histidinas...................... 65

A Proteina Recombinante INXHS pode ser Usada como Antigeno .........c..ccveevivienieininienieencnennennns 66

As Proteinas Recombinantes de Todas as Construgbes Reagem Contra Soros Homdlogos e
HEEIGlOZOS ..ttt e 66
Os Soros Para Os Antigenos Recombinantes tem Reatividade Cruzada Em ELISA......................... 66



O Soro Anti — INXH8 Reconhece uma Proteina do Veneno de Micrurus corallinus e do Veneno de
Alguns outros Elapideos.........cc.cciiiiiiiiiiiiiiiiiic e 67
Ligagio do Veneno de M. corallinus ao Receptor Nicotinico de Acetilcolina do Musculo de Ratos
INEONATOS ...ttt 69

O Veneno de M. corallinus tem Componentes que se Ligam ao Receptor Muscular de Acetilcolina 69

O Soro anti — rNXH1 nao Inibe a Ligagao de Componentes do Veneno de M. corallinus ao Receptor

Muscular de Acetilcoling.......c.evueriiiiiniriiiricc e 70

O Soro anti — rNXHS Inibe a Liga¢ao de Componentes do Veneno de M. corallinus ao Receptor
Muscular de Acetilcoling.......coueeuieuieiiniiiiriiie e 71
DISCUSSAQ ...ttt bbb bbb s s b s e ns s s s s s s senees 72
Expressao Renaturagao € PurifiCaco ......couevuiriereniininieieicieceteneesese ettt 72
Caracteristicas Imunorreativas de IINXHS8 .......coiiiiiiiiiiiiiiieeeeecee e 74

O Soro Anti — rNXH8 Impede a Ligagao das o0 - Neurotoxinas do Veneno de M. corallinus ao

nAChR do Musculo de Camundongos NEOnatos. ........ccccueereeieirenieiniinieieeeeseeeeesieeenee 75
Comparagao de NXH8 com outras Toxinas em Trés DIgitos........cccevveiririerieininienininenieiecnenen 76
Aminodcidos Invariantes e Funcionais das 0f - Neurotoxinas..........cceceevecevenvecieenenieinenenieenennnns 79
O Sitio Funcional da Erabutoxina a e da o- Cobratoxina em Comparagao com NXHS.................. 81

A PrIMEIra AlGa....ccuieciieieeeiesieeie ettt st ste et e st e te st e s teebe s e e steesaesseebeesaesseenseesaeseenseesaeseennans 82
A Se@UNAA ALGa...cuiiiiiiiiiici e 85
A TEICEITA ALGA ..uvivieiieiiiciiesieete ettt ettt ettt et e st e et e st e st e e e e beebeesaesseesseesaebeenseeseeseenaans 89
A Cauda Cterminal. ..ot 89

Residuos Importantes para Liga¢io a0 nAChR Muscular. .......cccceevieineneiinincninincnceneee 90

NXHS tem os Principais Residuos do Sitio Funcional de Ligagao das o - Neurotoxinas ao nAChR91
CONCLUSOES ..ottt sttt bbb se sttt nsens 99
FIGURAS ..ottt ettt b ettt et et ne bt 100
FIGURA 01: A cobra coral Micrurus cOrallinus. ............oooocovourivinieeoieniinenesinesieeeteeesese e 100
FIGURA 02: Dentiao de SEIPENTES. ......cveuiruerieiriirieieiieiisieieteeteseetese st ssesseee e s ssessenesaesesesaennen 100
FIGURA 03: Toxinas de serpentes com estrutura em trés digitos e seus alvos. ........ccccceevererueirennenns 101
FIGURA 4A: Modelos estruturais de algumas proteinas em forma de trés digitos. ..........ccecvrerenenens 102
FIGURA 04B: Modelos estruturais de algumas proteinas em forma de trés digitos. ........ccccceverenenens 103
FIGURA 05: Organizagio do cDNA do clone 72x88. ......ccoeeueirinieiininiiiinicieceeeeeeneeeeseeees 104
FIGURA 06: Predicao do ponto de clivagem do peptideo sinal de NXHS........cccccoveiviiinniiincnnne 105
FIGURA 07: Alinhamento de toxinas elapidicas com estrutura em trés digitos. ......c.cccvevereruevrennennes 106

Legenda das FIGURAS 07 e 08: Seqiiéncias utilizadas no alinhamento e no dendrograma ........... 107

FIGURA 08: Dendrograma da familia das toxinas elapidicas com estrutura em trés digitos. .............. 109



FIGURA 09: Alinhamento de seqiiéncias de toxinas com a quinta ponte dissulfeto na primeira al¢a. 110

Legenda das FIGURAS 09 e 10: Seqiiéncias utilizadas no alinhamento e no dendrograma. .......... 111
FIGURA 10: Dendrograma das seqiiéncias com quinta ponte dissulfeto na primeira al¢a e sua relagao
com as Ol - NEUrotoxinas loNgas € CULTAS. .......ccueiriiriiiiiinieiieineree e 113
FIGURA 11: Clone 7xh8 no vetor pGEM3ZE(+). ..coerieiririiieirieienienee ettt 114
FIGURA 12: O vetor pRSET B — SSnxXh8.....cviiiiiiiieiieccencc et 115
FIGURA 13: O vetor pRSET C — nxh8M.....couiiiiiiiiiiiicicccce ettt 116
FIGURA 14: Expressao de pRSET C — nxh8M e pRSET B — SSnxh8 em E. co/i BL21(DE3)........... 117

FIGURA 15: Purifica¢io por afinidade metdlica da proteina recombinante expressa pelo vetor pRSET
C —nxh8M em E. coli BL2ZI(DE3). ..uoioiiiieieeeeeeeeee ettt evee e 118
FIGURA 16: Protocolo de renaturagdo e purificagio da proteina recombinante INXHS8 expressa pelo

vetor pRSET C — nxh8M em E. coli BL21(DE3) em cromatografia de afinidade metdlica por

INiqUuel — SEPharose. ......c.ceuivuiiiiiiiieiiie e 119
FIGURA 17: Purificagao da proteina recombinante INXHS8 expressa por pRSET C — nxh8M em E. coli
BL21(DE3) apds protocolo de renaturagao. ........ceeveeveeeeuirieieinenieieinieieeesesseeenesseeeesaeseeneas 120
FIGURA 18: Formagao de agregados na didlise de INXH8 expresso por pRSET C — nxh8M em E. coli
BL2T(DES) ittt ettt b e st ettt 121
FIGURA 19: O vetor pCP — NXHS8. ....ccoiiiiiiiiiiiiiiiccete e 122
FIGURA 20: Andlise de restrigio do vetor pCP — NXHS. .....cccooviiiiininiiiincicencneeeericeeneeeees 123
FIGURA 21: Expressao de pCP — NXH8 em £. ¢coli BL21(DE3). ..ccocoivinininiiinieiccccneeenee 124
FIGURA 22: Localizacdo e solubilidade da proteina de fusio ZZNXHS expressa por pCP — NXHS e de
rNXHS expressa por pRSET C — nxh8M em E. ¢coli BL21(DE3)...cc.coceviriiiiiiiiiiniincncncene 125

FIGURA 23: Western blot com soro anti — elapidico do Instituto Butantan e soro de camundongo anti
— ENXHS. ettt 126
FIGURA 24: Protocolo de renaturagdo e purificagio da proteina de fusio recombinante rZZNXHS8
expressa pelo vetor pCP — NXHS8 em E. coli BL21(DE3) por cromatografia de imunoafinidade

IgG — SEPRATOSE. ...ttt 127
FIGURA 25: Purificagdo da proteina recombinante renaturada rZZNXHS expressa por pCP — NXHS8
em E. coli BL21 (DE3) em cromatografia de imunoafinidade por IgG — Sepharose. ................. 128
FIGURA 26: O vetor pEZZ - NXHS.......coiviiiiiiiinieinieieictntetneiet sttt eveeenes 129
FIGURA 27: Expressio e western blot da proteina recombinante expressa por pEZZ — NXHS8 em E.
COLEDHSOU ittt ettt ettt a e 130
FIGURA 28: O vetor pRSET B - ZZNXHS. .....c.ccoiiiiiiiiiiiiiieiictecneteeeeeeee e 131
FIGURA 29: Andlise de restrigio do vetor pRSET B — ZZINXHS. ......coceoviiriniiiineiceneneieenenes 132

FIGURA 30: Expressao de pRSET B — ZZNXHS8 em E. coli BL21(DE3)....c.ccccoevivineiiiiniiiincnns 133



FIGURA 31: Protocolo de purificagao da proteina de fusao recombinante (His)ZZNXHS8 expressa pelo
vetor pRSET B — ZZNXHS em E. coli BL21(DE3), por cromatografia de afinidade a Ni”* -
SEPRATOSE. ...ttt st 134

FIGURA 32: Purifica¢ao da proteina de fusao recombinante (His)ZZNXHS expressa por pRSET B —
ZZNXHS8 em E. coli BL21(DE3) por cromatografia de afinidade metilica em Ni” - Sepharose.

FIGURA 33: Imunorreatividade do soro anti — elapidico e anticorpos de camundongos antitoxinas
recombinantes em western blots contendo extratos dos sistemas de expressao de NXHS............ 136
FIGURA 34: Resultados do ELISA para determinagio dos titulos dos soros. .......c..ceecevenieieencnncnnns 137
FIGURA 35: Imunorreatividade dos soros contra as proteinas recombinantes INXHS8 e rNXHI e de
alguns soros contra venenos de serpentes do género Micrurus frente a diversos venenos homdlogos
€ RELEIBlOOS. ...ttt 138
FIGURA 36: Ensaio de inibigio da competicio do veneno de Micrurus corallinus com 1 - o, -

Bungarotoxina pelo receptor nicotinico de acetilcolina do musculo esquelético de ratos neonatos.

................................................................................................................................................. 139
FIGURA 37: Aminodcidos responsdveis pelo sitio de ligagao das o - neurotoxinas ao receptor nicotinico
de acetilcolina do musculo esqUEIELICO. ....cuivviiiiiiiriiiiiiicc e 140
FIGURA 38: Modelo estrutural da erabutoxina a mostrando seu sitio funcional. .........ccccceevuerernne 141
FIGURA 39: Modelo estrutural da o - cobratoxina mostrando seus sitios funcionais. ............ccueu..... 142

FIGURA 40: Sobreposi¢ao dos sitios funcionais da 0. - cobrotoxina que interagem com os subtipos de

receptor de acetilcolina muscular e 007 — neuronal.......c.cccoeviiininciininiice 143
FIGURA 41: Modelo tridimensional de NXH8 ilustrando o possivel sitio funcional............cccoccee.. 144
TABELAS ..ot 145
TABELA 01: Seqiiéncias similares ao precursor de NXH8 MICCO.......ccccemiieirinenieeneniciecneenes 145
TABELA 02: Seqiiéncias similares ao peptideo maduro NXHS8 ......ccccoeoiniriiininenniininiencnecnees 146
TABELA 03: Vetores recombinantes utilizados para expressar NXH8 em E. coli. ......cc.ccvvevuevninneens 147

. . . . 125 .
TABELA 04: Ensaio de inibi¢ao por competigao do veneno de M. corallinus com ~I-0- Bungarotoxina
pelo receptor nicotinico de acetilcolina do musculo esquelético de ratos neonatos e neutralizagao

pOr anticorpos contra as toOXinas FECOMDINMANTES. ....eververrerueeuirieietentertestesiesieeeteteteseesteseesnenaeas 148

BIBLIOGRAFTA ...ttt st s 149



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Paulo Lee Ho, pela orientagao, dedicagao e inestimdvel amizade. O
empenho dele neste projeto supera em muito o usual. Sua abordagem pioneira e criativa
no estudo do veneno da coral resultou em frutos surpreendentes. A ele agradeco ter sido
convidado para trabalhar com biologia molecular de toxinas de serpentes no Butantan.

Foi inestimdvel na minha formacao ter participado da génese desse laboratério.

A Jane Silveira, minha parceira neste estudo das toxinas da coral, sou muito grato
por tudo que ela compartilhou comigo, o enorme apoio, a incrivel colaboragao neste
trabalho a quatro maos, somente possivel a uma grande amiga e incentivadora.

A Ursula Oliveira, que me acompanhou neste trajeto, pela sua amizade, apoio
moral e colaboragio sempre divertida no trabalho didrio do laboratério. Sem o seu
trabalho com a fosfolipase da coral, nosso trabalho fica incompleto.

A Patricia Abreu, com quem este trabalho comegou e progrediu.

Ao Indcio Junqueira, com quem compartilho o interesse pelas serpentes.

Ao Gandhi Radis Baptista, pelas discussoes e por compartilharmos nosso trabalho

e interesse pelas toxinas de serpentes.

Ao Dr. Joaquin Cabrera-Crespo, pela nossa grande amizade e pelo que me ensinou

ajudando a purificar e renaturar proteinas.

Ao Professor Isafas Raw, a quem agradeco o irrestrito apoio, incentivo e

inestimdvel orientagao.



Ao Dr. Otdvio Marques, por tudo que me ensinou sobre as Micrurus.
A Dr.2 Denise Tambourgi, pelo carinhoso apoio e constante incentivo.

Ao Dr. Guiseppe Puorto, por coletar e classificar as serpentes, me ajudar a dissecar

as glaindulas de veneno e pelas agraddveis discussoes sobre herptologia.

A Dr.2 Waldelly de Oliveira Dias, pela ajuda nos testes de ELISA e sangria dos

camundongos.

A Dr.2 Regina Markus, por estabelecer em seu laboratério os experimentos de
ligagdo a receptores em que testamos nossas toxinas e anticorpos. E a Dr.2 Leticia Lotufo

e a0 Elder por me ajudarem nesses ensaios.

A Dr.2 Hisako Higashi, ao Dr. Wilson Fernandes, & Dra. Maria de Fitima
Furtado, a Dr.2 Luciana Casais e Silva, a Dr.2 Josefina Morais, ao Dr. Marco Antbnio
Stephano e a Dr.2 Ivone Yamagushi, pelos venenos tao dificeis de serem obtidos e pelos

soros gentilmente cedidos.

Ao Dr. Marcelo Bento Soares, pela biblioteca de cDNA e trabalhos iniciais na

clonagem dos constituintes potenciais do veneno de M. corallinus.

Ao Dr. André Ménez e ao Dr. Fréderic Ducancel, pelas discussdes neste
interessante campo de toxinas recombinantes, por todas as sugestdes e por terem

gentilmente cedido o vetor pCP.

Ao Dr. Oswaldo Vital Brazil, pelas vibrantes e agraddveis conversas que muito me
ensinaram. Pelos seus trabalhos sobre o mecanismo de a¢ao dos venenos das Micrurus.

Que meu trabalho possa agradar o mestre.



A todos os amigos colegas de laboratério e estagidrios técnicos que tornam nosso
ambiente de trabalho tdo divertido, sem os quais nio seria possivel realizar nossos

interesses.

A todo o Centro de Biotecnologia e ao laboratério de seqiienciamento, estou certo

de que formamos um grande time.

A FAPESP, CNPq e Fundacio Butantan, pelo suporte financeiro.

A toda a minha familia, principalmente a0 meu pai e & Thereza, pelo apoio
irrestrito e compreensio ilimitada. Ao meu irmao Rui, que mesmo do outro lado do
Oceano compartilha da mesma empolgacio pela ciéncia. E em especial, ao Cleber, pela
nossa grande amizade. Obrigado por acreditarem em mim, estarem sempre presentes,

serem tdo tolerantes comigo. E por vossa causa que tudo faz sentido.

Ao Professor Tetsuo Yamane, a pessoa mais altrufsta e de mais elevados e honestos
principios que tive a fortuna de vir a conhecer ¢ me tornar um grande amigo. Um mestre
maravilhoso que compartilha comigo seu enorme amor 2 ciéncia e em quem me espelho
e me guio para poder seguir na trilha da minha auto realizagio. Com ele aprendi a
manter acesos meus sonhos e a nio desistir, por que vale a pena! E um privilegio estar ao

lado de um cientista do primeiro time, e saber reconhecida a minha potencialidade.

A este Pais que me acolheu e me proporcionou uma educagio de alto nivel e que
confia no meu trabalho como cientista. Que eu possa contribuir plenamente, com um
Brasil justo e mais feliz.

A este Instituto Butantan, agora centendrio! E um privilégio participar de seu

corpo. Um sonho em constante realizagio e ao qual me sinto predestinado.

&



SUMMARY

A cDNA sequence encoding a putative new toxin, NXH8, was isolated from the cDNA
library constructed from the venom gland of the Brazilian coral snake, Micrurus
corallinus. This sequence shows a structural similarity with the snake toxin family known
as “three-fingered” toxins, a family of toxins with approximately 60 or 70 amino acids
and usually 4 or 5 disulfide bonds. Irrespective of whether these proteins are functionally
different, their amino acid sequences can be readily aligned, using 8 half-cystines as
conserved elements, suggesting the presence of common structural features. The best-
known subclass of three-finger-type toxins are the curaremimetic toxins, also called
alpha-neurotoxins, found in most venoms from Elapid and Sea snakes. Another toxin
with a distinct sequence, known as NXH1 and its isoforms NXH3 and NXH7 had been
previously isolated. They belong to the same family of toxins and were characterized
from the same cDNA library. In the present study a comparative biochemical,
pharmacological and structural analyses of NXH1 and NXH8 are described. Few structural
characteristics of NXH8 seem to indicate that it differs from the usual class of alpha —
neurotoxins, belonging, possibly, to a new subclass of “three-finger” toxins. The NXH8
protein was expressed in various E. coli expression vectors and the resulted recombinant
toxin from pRSETC-NXH8 plasmid was used as a “toxoid” for mice immunization. The
anti - NXH8 sera, as well as the anti — elapid sera from the Butantan Institute, recognized
the recombinant toxin by both ELISA and Western blot assays. In contrast to the claim
that anti - NXH1 sera is specific to one component of M. corallinus’s venom, the anti —
NXH8 sera show cross reactivity to venom of some Neotropical and Old World elapids.
The M. corallinus’s venom contains alpha — toxins, which inhibit post-synaptic nicotinic
acetylcholine receptor of neonatal rat skeletal muscle membrane. The anti - NXH8 serum
was capable of blocking the binding of the components of the crude venom to these
receptors. In contrast, the anti — NXH1 serum does not show this inhibitory effect. This
indicates that either NXH8 presents affinity for muscular nicotinic acetylcholine receptor

or it shares a neutralizing epitope also present in M. corallinus’s alpha — neurotoxins.
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RESUMO

De uma biblioteca de ¢cDNA da glindula de veneno da cobra coral brasileira
Micrurus corallinus foi isolada uma seqiiéncia denominada NXH8. Esta seqiiéncia de
cDNA apresenta similaridade estrutural com a familia de toxinas de serpentes em “trés
digitos” ricas em pontes dissulfeto. A subclasse melhor conhecida nesta familia sao as alfa
- neurotoxinas. Uma outra seqiiéncia distinta, denominada NXH1 e suas isoformas NXH3
e NXH7, foram isoladas anteriormente, pertencem a mesma familia de toxinas e estao
presentes na mesma biblioteca. Alguns resultados da caracterizagado de NXH1, sdo
utilizados neste estudo, em comparagaio com NXH8. Algumas caracteristicas estruturais
tornam a seqiiéncia NXH8 diferente da classe usual das alfa - neurotoxinas, vindo a
constituir possivelmente uma nova subclasse da familia. A proteina NXH8 foi expressa
em diversos vetores de expressao em Escherichia coli. A proteina recombinante expressa
pelo vetor pRSET C - NXHS8, foi utilizada para imunizar camundongos. O soro contra
NXH8, assim como o soro anti - elapidico do Instituto Butantan, reconhece a toxina
recombinante em ELISA e Western blot. O soro anti - NXH8 detecta apenas uma banda
do veneno de M. corallinus em Western blot, mas apresenta reatividade cruzada com
componentes do veneno de alguns elapideos neotropicais ¢ do velho mundo. Em
contraste, o soro anti - NXH1 é especifico para um componente dnico do veneno de M.
corallinus. O veneno de M. corallinus tem alfa - neurotoxinas que bloqueiam o receptor
pds - sindptico nicotinico de acetilcolina nas membranas do musculo esquelético de
ratos. O soro anti - NXH8 ¢ capaz de impedir a ligagdo de componentes do veneno bruto
a esses receptores. J4 o soro contra NXH1 nio apresenta a mesma capacidade inibitéria.
Isto indica que NXH8 tem afinidade pelo receptor nicotinico muscular de acetilcolina, ou
que NXH8 compartilha de um epitopo neutralizante presente também nas alfa -

neurotoxinas do veneno da cobra coral M. corallinus.



ABREVIATURAS MAIS USADAS

2YT: Meio de cultura 16g triptona, 10g extrato de levedo, 5g de NaCl.

O - neurotoxinas: Alfa-neurotoxinas.

oCbt: o - cobratoxina de Naja kaouthia (neurotoxina longa). Numero de acesso: P01391 (NXLI
NAJKA).

oBGTx: o - Bungarotoxina de Bungarus multicinctus (neurotoxina longa) Niimero de acesso: P01378
(NXLA BUNMU).

Anti-M. corallinus; anti-M. frontalis; anti-M. spixii: Anticorpos gerados contra os venenos brutos das
serpentes, Micrurus corallinus, M. frontalis e M. spixii.

Anti-MIX: Anticorpos gerados em camundongo contra uma mistura 1:1 das proteinas recombinantes
purificadas INXH8 e INXH1 expressas em E. coli.

Anti-NXH1 e anti-NXHS8: Anticorpos gerados em camundongo contra as proteinas recombinantes
purificadas INXH]1 e INXHS8 expressas em E. coli.

(His)ZZNXHS8: Proteina recombinante expressa por pRSETB-ZZNXHS purificada em Ni - Sepharose.

BME: Beta mercaptoetanol.

AChR: “Acetylcholine Receptor”. Receptor de Acetilcolina.

BamH I: Endonuclease de restri¢ao I de Bacillus amyloliquefaciens H.

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-fosfato.

Bgl II: Endonuclease de restri¢ao I de Bacillus globigii.

BSA: Albumina sérica bovina.

cDNA: DNA complementar.

Cla I: Endonuclease de restri¢ao I de Caryophanon latum L.

CNBr: “Cianogen Bromide”. Brometo de Cianogénio.

CVEF: “Cobra Venom Factor”. Fator do Veneno de Cobra.

DAB: Tetrahidrocloridrato de 3,3’-diaminobenzidina.

DNA: Acido Desoxirribonucléico.

dNTPs: Deoxinucleotideos trifosfatos.

ddNTPS: Dideoxinucleotideos trifosfato.

Ea: Erabutoxina a de Laticauda semifasciata (neurotoxina curta). Nimero de acesso: P01435 (NXS1
LATSE).

EcoR I: Endonuclease de restricao I de Escherichia coli.

EDTA: Acido Etilenodiamina tetracético.



ELISA: “Enzyme linked immunosorbent assay”. Ensaio de adsor¢ao imuno - enzimdtico.

GPI: Glicosilfosfatidilinositol.

GSH: Glutationa reduzido.

GSSG: Glutationa oxidado.

Hind III: Endonuclease de restri¢ao 111 de Haemophilus influenzae Re.

HPLC: “High performance liquid chromatography”. Cromatografia liquida de alta performance.

IgG: Imunoglobulina G.

i.m.: Inoculagao intramuscular.

i.p.: Inoculagao intra peritonial.

i.v.: Inoculagao intravenosa.

IPTG: Isoprpil-B-D-tiogalactopiranosideo.

kDa: Quilo Dalton.

Kpn I: Endonuclease de restri¢ao I de Klebsiella pneumoniae OKS.

krpm: Rotagdes por minuto x 1000.

LB: Meio de Luria (10g de triptona, 5g de extrato de levedo, 10g de NaCl)

LB-AMP: Meio de Luria com ampicilina (100 pg/ml).

LD, : Dose letal 50.

MACHhR: Receptor muscarinico de acetilcolina.

Met: Metionina.

mRNA: RNA mensageiro.

nAChR: Receptor nicotinico de acetilcolina.

NBT: Nitroblue tetrazolium ou 3,3’-(3,3’-dimetoxi-4,4’-bifenilileno)-bis-2-(p-nitrofenil)-2H-
tetrazolium cloridrato.

Nde I: Endonuclease de restri¢ao I de Neisseria denitrificans.

NGF: “Nerve Growth Factor”. Fator de crescimento de nervo.

Ni - Sepharose: Resina cromatografica quelante carregada de fons Ni”",

Nmm I: Toxina o de Naja mossambica mossambica (neurotoxina curta). Nimero de acesso: P01431.

NXH1 MICCO: “Micrurus corallinus neurotoxin homolog 1”. Homélogo 1 de alpha neurotoxina de
M. corallinus.

NXH8 MICCO: “Micrurus corallinus alpha neurotoxin homologue 8”. Homdlogo 8 de alfa
neurotoxina de M. corallinus. Nimero de acesso: AJ344067.

OPD: o-dihidrocloreto de fenilenodiamina

PALP: fosfatase alcalina.

pb.: Pares de bases.

PBS: “Phosphate Buffered Saline”. Salina tamponada com fosfato.



PBT: “Phosphate buffered Tween”. Tampao fosfato 100mM com 0,1% Tween 20.

PCR: “Polimerase chain reaction”, Reagio em cadeia da polimerase.

pH: - log da concentragao do fon hidrogénio.

pl: Ponto isoelétrico.

PLA,: “Phospholipase A2”, Fosfolipase A2.

PMSEF: fenilmetil-sulfonil fluoridrato.

Pst I: Endonuclease de restri¢ao I de Providencia stuartii.

RNA: Acido Ribonucléico.

rNXHS8: Proteina recombinante expressa pelo vetor pPRSETC-nxh8M purificada em Ni - Sepharose.
rZZNXHS: Proteina recombinante expressa pelo vetor pCP-NXHS8 purificada em IgG - Sepharose.
s.c.: Inocula¢ao subcutinea.

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS.

SDS: Dodecil sulfato de sédio.

SLR: Sitio de ligagao ao ribossomo.

TBE: Tampao Tris-borato 89 mM pH8,9 EDTA 2mM.

Xba I: Endonuclease de restri¢ao I de Xanthomonas badrii.

Xho I: Endonuclease de restri¢ao | de Xanthomonas holcicola.

ZZ: Dominios Zeta, dominios sintéticos baseados no dominio B da proteina A de Staphylococcus aureus

com afinidade por IgGs.



INTRODUGAO

As Serpentes e seus Venenos

As serpentes usam venenos para paralisar e matar suas presas, ou para se defenderem de seus predadores.
O veneno ¢ produzido na glindula de veneno que sio especializaces das glindulas salivares. Assim,
parte dos componentes do veneno tem relagio com enzimas digestivas, (KOCHVA et al., 1983). Sao
compostos principalmente por polipeptideos (95% do peso seco), alguns com fungdes enzimdticas
participam da digestao das presas exercendo a¢oes hidroliticas que facilitam a absor¢do e distribui¢ao dos
componentes téxicos do veneno no tecido da presa (HIDER et al., 1991; BON, 1991). Algumas dessas
enzimas provocam danos locais aos capilares, necrose tissular, hemorragia ¢ dor, mas nem todos os

polipeptideos presentes no veneno sio enzimas ou exercem fungdes toxicas.

As toxinas desses venenos tém agdes rdpidas e seletivas muito potentes, interferindo em mecanismos
fisiolégicos, celulares e moleculares muito especificos. Esses componentes téxicos atuam direta ou
indiretamente, sozinhos ou em associagdo com outros compostos, perturbando o funcionamento dos
nervos, musculos ou do sistema cardiovascular, contribuindo para a imobilizagio da presa (MENEZ,
1996). Cada veneno apresenta uma agio peculiar, caracteristica da espécie de serpente, que ¢ decorrente
do tipo de toxinas que o compdem e cuja toxicidade ¢ dirigida a um determinado tipo especifico de
presa. Entretanto, o veneno também pode agir de forma eficaz em outros alvos da dieta ou possiveis

predadores da serpente. Assim as toxinas exibem muitas a¢oes bioldgicas diversas e complexas.

As Serpentes Elapidicas

Entre as mais de 3.200 espécies de serpentes existentes, apenas 420 espécies sao venenosas. Ou seja,
utilizam seu veneno para cagar e sao capazes de inoculd-lo (DOWLING & DUELLMAN, 1978). A familia de
serpentes Elapidae é amplamente distribuida por toda a faixa intertropical do planeta habitando
ambientes terrestres ou aqudticos, inclusive marinhos. Forma o principal grupo de serpentes venenosas e
¢ composta por cerca de 300 espécies distribuidas em 62 géneros (SLOWINSKI et al., 1997). A esta
familia pertencem as cobras corais brasileiras do género Micrurus e a serpente coral da mata atlantica M.
corallinus, da qual tratamos aqui (FIGURA 01). Estas serpentes tém uma dentigao dita proterdglifa, ou
seja, os dentes inoculadores sdo frontais e possuem um sulco anterior por onde escorre o veneno. A

maxila ¢ fixa e nio permite o deslocamento dos dentes inoculadores, (FIGURA 02C). O veneno dos



elapideos caracteriza-se por ter agdes neurotdxicas evidentes. A familia se subdivide em duas importantes

subfamilias:

1. Subfamilia Hydrophiinae; nela se incluem as serpentes terrestres australianas e melanésias da
tribo  Oxyuranini, compreendendo serpentes do género Acanthophis (“Death adders”),
Oxyuranus (“Taipans”) e Notechis (“Tiger snakes”), entre outras, e as serpentes marinhas
verdadeiras da tribo Hydrophiini, tais como Aypisurus, Pelamys (serpente marinha peldgica) e

Lapemis, entre outras.

2. Subfamilia Elapinae; que contém todos os elapideos terrestres Asidticos e Africanos, tais como as
serpentes do género Bungarus (“Kraits”), as Najas (Cobras), Dendroaspis (Mambas), entre outras.
Sao também desta subfamilia as serpentes marinhas do género Laticauda (“Sea kraits”), e os

elapideos Americanos do género Micrurus (Cobras Corais Verdadeiras).

As Cobras Corais

As cobras corais venenosas sio os dnicos elapideos do Novo Mundo, compreendendo trés géneros:
Micruroides, Leptomicrurus e Micrurus (SLOWINSKI, 1995). O género Micrurus (micro = pequeno e urus
= cauda) possui 53 espécies e 120 subespécies (ROZE, 1982; CAMPBELL & LAMAR, 1989). Essas serpentes
sdo essencialmente uma radiagdo neotropical das serpentes proterdglifas elapidicas do Velho Mundo
ocorrida durante o Mioceno (CADLE & SARICH, 1981). As Micrurus tém ampla distribui¢io geografica,
sendo encontradas desde o sudoeste do Estados Unidos, passando pela América Central até o centro sul

da Argentina (DOWLING & DUELLMAN, 1978).

As Corais sao reconhecidas pelo padrdo colorido caracteristico (anéis pretos, vermelhos e brancos ou
amarelos, ver a FIGURA 01). Nao tém fosseta loreal e a cabega ¢ coberta por placas formadas por grandes
escamas. A denti¢ao é proterdglifa (FIGURA 02C). Seus hébitos s3o semi — fossoriais, passando boa parte
do tempo enterradas no solo ou sob cobertura foliar do solo em ambientes florestais pouco alterados
pela presenca humana. Sao serpentes pequenas, indo de 60 cm até 1,60 m nos espécimes adultos de
maior porte. As corais venenosas s2o chamadas de corais verdadeiras em contraposi¢ao as corais — falsas.
As falsas corais sao serpentes colubrideas nao peconhentas que mimetizam o padrao cromdtico de uma
determinada espécie de coral. Muitas espécies de serpentes apresentam uma coloragio de camuflagem
com o ambiente dificultando a localizagao visual pelos predadores. J4 as corais verdadeiras, por serem

muito venenosas, utilizam uma estratégia diferente exibindo uma coloragao de alerta. Dessa maneira, o
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eventual predador ¢ avisado do risco que a serpente representa e evita entao capturar as serpentes com o
padrio de anéis vermelhos, pretos e brancos. As corais — falsas imitam esse padrao colorido das Micrurus
como estratégia de defesa procurando enganar e afastar o predador (MARQUES & PUORTO, 1991). E
bastante dificil distinguir & primeira vista as corais — falsas das verdadeiras, devido a sobreposi¢ao da
distribuigdo geogréfica e 4 semelhanga do padrao colorido, entretanto as corais — falsas nao sao elapideos

e nio representam perigo quanto a possibilidade de inoculagao de veneno em humanos.

As corais venenosas costumam ser pouco agressivas, nao atacando o homem através de botes, tendo sido
responsdveis por apenas 0,47% de um total de 70.600 casos de acidentes ofidicos registrados no Brasil
entre junho de 1986 e dezembro de 1989 (MINISTERIO DA SAUDE, 1990). No Brasil sio notificados
anualmente cerca de 20.000 acidentes com serpentes venenosas, com uma letalidade em torno de
0,43%. Em cerca de 19% dos ébitos nio sao informados os géneros das serpentes envolvidas nos
acidentes. Os acidentes com serpentes corais, notificados pelos centros de satde oficiais, tém uma
mortalidade de 0,36%. A M. corallinus é a que tem causado maior nimero de acidentes, dentre os
poucos casos registrados em Sao Paulo e Santa Catarina. Na Bahia, a maioria dos acidentes é devido a
M. ibiboboca (FUNASA, 1998). A maioria dos acidentes acontece por manuseio das cobras ou quando
sdo pisoteadas com o pé descalgo. Porém, quando ocorrem, os acidentes costumam ser graves, causando

morte por asfixia apds 5 ou 6 horas (VITAL BRAZIL, 1980).

A Coral da Mata Atlantica (Micrurus corallinus)

A espécie de cobra coral Micrurus corallinus (FIGURA 01) estd presente em regioes florestais da Mata
Atlantica. O estudo da ecologia da serpente (MARQUES, 1992) mostrou que, ao contrdrio da maioria das
cobras corais, essa espécie apresenta maior atividade no perfodo diurno. Os espécimes variam de 190 a
1040 mm. Sua dieta é composta de lagartos dpodes (cobras cegas), principalmente de anfisbenideos dos
géneros Leposternon e Amphisbaena (70%), anfibios gimnofionos da familia Caeciliidae (10%), além de
outros lagartos (MARQUES & SAZIMA, 1997). Também fazem parte da sua dieta outras serpentes,
principalmente da familia Colubridae sendo por isto, consideradas ofiéfogas. Nao se pode excluir que
M. corallinus se alimente também de pequenos roedores neonatos. Neste caso, como a estrutura dssea

nao estd totalmente formada, nao h4 registro estomacal.

O Envenenamento por Corais

As duas espécies de corais que mais causam acidentes no Brasil sao Micrurus corallinus e Micrurus

frontalis, pois habitam regides populosas do centro, sudeste e sul do Pafs. Ambas as serpentes causam

11



envenenamentos, cuja caracteristica principal é o choque neurotéxico. Em seus trabalhos pioneiros no
Instituto Butantan, VITAL BRAZIL foi o primeiro a indicar que a neurotoxicidade do envenenamento por
cobras corais do género Micrurus era distinta da neurotoxicidade verificada no envenenamento por
serpentes cascdveis do género Crotalus (BRAZIL & BRAZIL F°. 1933). Pode-se observar no individuo
picado, os sinais tipicos de acidente neurotéxico: ptose palpebral, diplopia, sialorréia, paralisia flicida
dos musculos da face, faringe e laringe, além de dificuldade respiratéria. A perda do t6nus muscular
progride com o tempo e severa dificuldade respiratéria se instala devido 2 paralisia dos musculos
intercostais e do diafragma. A paralisia muscular fldcida é similar & causada pelo curare. Por analogia, o
veneno das corais, tal como das demais serpentes elapidicas, é dito curarizante ou que contém toxinas
curarizantes (0L — neurotoxinas). A morte por asfixia sobrevém dentro de quatro a seis horas (VITAL

BRAZIL, 1965; VITAL BRAZIL, 1980).

A Farmacologia do Veneno

Sabe-se, entretanto que as agdes dos venenos de M. corallinus e M. frontalis sao distintas (VITAL BRAZIL,
1987). Ambos atuam na jun¢io neuromuscular (FIGURA 03C), causa evidente de sua agdo letal. O
veneno de M. frontalis apresenta apenas uma agdo pds — sindptica curarizante (VITAL BRAZIL et al.
1976/77), enquanto que o veneno de M. corallinus tem uma agio pré — sindptica com aumento
espontineo da liberagdo de acetilcolina associado ao bloqueio pés — sindptico da transmissdo elétrica
entre o nervo e o musculo (VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/84). Como o veneno de M. frontalis possui
apenas agbes pds — sindpticas do tipo curarizante, é possivel utilizar drogas anticolinesterdsicas como a
neostigmina em terapéutica alternativa ou complementar A soroterapia. Isto evidencia o cardter
reversivel das neurotoxinas do veneno que bloqueiam o receptor nicotinico pds — sindptico de

acetilcolina (VITAL BRAZIL & VIEIRA, 1996).

Com base nas evidéncias farmacoldgicas, VITAL BRAZIL considera que embora exista um evidente
bloqueio do receptor nicotinico por alfa — neurotoxinas, a agao principal do veneno de M. corallinus é
pré — sindptica. Ocorre um aumento dos potenciais de miniatura da placa terminal, resultando na
liberagdo espontinea de acetilcolina nio evocada por estimulo elétrico e que leva a dessensitizagao do
receptor pds — sindptico. Esta agdo ndo pode ser revertida por antagonistas competitivos do nAChR,
como a neostigmina. Diferente do que ocorre com M. fulvius (WEIS & McISAAC, 1971) nao hd agdo
direta de despolarizagio da membrana muscular, mas podem estar presentes efeitos locais de dano

tissular e mionecrose posterior. Os trabalhos de VITAL BRAZIL mostram claramente a complexidade do
veneno da M. corallinus e prevéem que devem existir pelo menos duas neurotoxinas no veneno: uma f3 -

neurotoxina do tipo PLA, e uma o - neurotoxina do tipo toxina em trés digitos.
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As Micrurus sempre apresentam venenos com agio neuroldgica letal, tal como acontece na serpente da
América Central M. nigrocinctus (DALO et al., 1989) e na norte americana, M. fulvius (SNYDER et al.,
1973). Mas outros efeitos podem estar presentes: em M. spixii, M. lemniscatus, e M. avery observam-se
efeitos locais edematogénicos, mionecréticos, e efeitos hemorrdgicos (BARROS et al., 1994). Atividade
cardiot6xica foi observada em M. fulvius (WEIS & MCcISAAC, 1971; RAMSEY et al. 1971; 1972),
hemorrégica em M. nigrocinctus (GOMEZ-LEIVA, 1978; MOUSSATCHE & MELENDEZ, 1979),
mionecrética em M. ﬁonm/i: (PATRAO-LOMBA et al., 1973; VITAL BRAZIL, 1973/74), M. corallinus
(VITAL BRAZIL & FONTANA,1983/1984), M. fulvius (SNYDER et al., 1973) e em M. nigrocinctus (DALO, et
al., 1989).

Existem poucos estudos sobre os venenos das cobras corais. Diferente dos elapideos africanos e asidticos,
as Micrurus s3o serpentes raras e que produzem pouco veneno, ainda que extremamente potente. As
melhores estudadas sao M. nigrocinctus (Costa Rica) e M. fulvius (EUA). No caso de M. corallinus e M.
frontalis, todo o veneno coletado no Instituto Butantan ¢ utilizado na produgio de soro anti — elapidico.
Mesmo assim, as quantidades de veneno sao muitas vezes insuficientes até para a produgio do soro.
Seus hdbitos as tornam dificeis de capturar e a manutengao em cativeiro ¢ bastante complicada, devido a
sua dieta especializada. Além disso, s3o serpentes de pequeno porte e a quantidade de veneno coletdvel
por extragao ¢ muito pequena (0 a 5 Ml / extragdo / cobra). Com isso, raramente tem-se veneno

disponivel para efetuar estudos farmacoldgicos e bioquimicos dos seus componentes.

Imunologia do Veneno

Utilizando-se soros especificos contra o veneno das principais corais brasileiras (M. corallinus, M.
[frontalis, M. spixii e M. ibiboboca) demonstrou-se que o soro anti — M. corallinus é capaz de neutralizar o
efeito letal do veneno de M. corallinus, mas nao o das outras trés serpentes. Por outro lado, o soro anti -
M. frontalis é capaz de neutralizar os efeitos letais do veneno M. fromtalis, M. spixii e M. ibiboboca, mas
nao o veneno de M. corallinus (HIGASHI et al., 1990; 1995). Jd o soro anti — M. spixii se comportou de
maneira similar ao soro anti — M. frontalis, sugerindo a presenga de antigenos de agao tdxica
semelhantes nos venenos de M. frontalis, M. spixii e M. ibiboboca, mas diferentes daqueles existentes no
veneno de M. corallinus (PRIETO DA SILVA et al., 2000). Estes estudos sio importantes para a terapéutica
do envenenamento pelas corais e corroboram as evidéncias de que o mecanismo da agao téxica do
veneno de M. corallinus é causado por componentes distintos daqueles presentes no veneno de outras

corais, tais como M. frontalis, M. spixii e M. ibiboboca.
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O soro anti — elapidico produzido pelo Instituto Butantan ¢ feito em cavalos imunizados com os
venenos de M. corallinus e M. frontalis na proporgao de 1:1 (RAW et al., 1991) e é capaz de neutralizar os
venenos das corais brasileiras mais importantes do ponto de vista de satde publica (M. corallinus, M.
frontalis, M. spixii e M. ibiboboca) (HIGASHI et al., 1995) e de corais norte — americanas (M. fulvius e M.
carinicauda dumerilli) (COHEN & SELIGMANN JR., 1968; FLOWERS, 1966).

Bioquimica do Veneno

Do ponto de vista bioquimico, determinou-se presenca de diferentes atividades bioldgicas e enzimdticas
nos venenos de diversas Micrurus. Atividade enzimdtica para acetilcolinesterase, fosfatase alcalina,
hialuronidase, l-aminodcido desidrogenase, 5’ nucleotidase, fosfodiesterase, fosfolipase A2, leucina
aminopeptidase, l-aminodcido oxidase estao presentes nos venenos de Micrurus de diversas espécies e
subespécies tais como M. corallinus, M. carinicauda dumerilli, M. frontalis frontalis, M. frontalis
altirostris, M. frontalis brasiliensis, M. albicinctus, M. fulvius fulvius, M. ibiboboca, M. rondonianus, M.
spixii spixii, M. nigrocinctus, M. nigricolli, M. melanoleuca e M. surinamensis surinamensis (AIRD &

JORGE DA SILVA, 1991; TAN & PONNUDURAI, 1992).

Alguns componentes responsdveis pelas atividades enzimdticas descritas foram isolados e caracterizados.
Do veneno de M. nigrocinctus nigrocinctus foram isoladas sete o - neurotoxinas, cinco fosfolipases A2 e
quatro outras protefnas similares a outras toxinas (ROSSO et al., 1996). Também foi determinada a

seqiiéncia primdria de aminodcidos da O - neurotoxina majoritdria desse veneno. Outros estudos

isolaram proteinas cuja seqiiéncia N-terminal ¢ similar as o - neurotoxinas no veneno de M.
surinamensis surinamensis (AIRD et al., 1993), M. nigrocinctus nigrocinctus (ALAPE-GIRON, et al., 1996) e

no veneno de M. frontalis frontalis (FRANCIS et al., 1997).

Uma Longa Tradicao no Estudo dos Venenos Elapidicos

Os elapideos do velho mundo s3o as serpentes mais bem estudadas. Além de representarem um grave
problema de sadde publica, cedo atrairam a aten¢io de metrdépoles de longa tradi¢io cientifica como a
Inglaterra e Franga, que possufam coldnias africanas e asidticas. Por outro lado, os elapideos e
hidrofinideos do velho mundo tém algumas espécies de porte razodvel que podem ser capturados e
mantidos em cativeiro com maior facilidade. Além disso, o veneno é produzido em maiores quantidades
e a extracdo ¢ mais fdcil, o que permite obter quantidades abundantes para estudo. Em alguns casos, a
toxina majoritdria chega a compor 80% do contetido protéico do veneno tornando sua purificagio mais

ficil. Rapidamente os venenos elapidicos revelaram ser uma fonte inestimdvel de substincias
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importantes em neurologia, fisiologia e outros campos da ciéncia, pois as toxinas tém alta especificidade

e afinidade pelos seus alvos e receptores (ADAMS & OLIVERA, 1994; WONNACOTT & DAJAS, 1994).

Os venenos de serpentes comegaram a ser estudados por FONTANA na Franga em 1781. Em 1843,
BONAPARTE separou alguns componentes do veneno de Vipera. MITCHELL em 1860 fez o mesmo nos
Estados Unidos com o veneno de Crotalus. J4 em 1883, MARTIN separou em dez fra¢des o veneno de
um elapideo australiano. Uma fragdo era claramente hemorrdgica e outra bloqueava a respiragao. No
fim do século XIX, estava claro que os venenos elapidicos e hidrofinideos tinham propriedades
curarizantes, ou seja, seus principios téxicos causavam a paralisia flicida do musculo bloqueando a
respiracio de maneira semelhante ao curare (revisto em MENEZ, 1996). CALMETT foi o primeiro a usar
soroterapia para impedir os efeitos nocivos dos venenos de serpentes. Seguindo o exemplo do Instituto
Pasteur, diversos centros de produgio de soros e antivenenos foram fundados na Africa, Sudeste
Asidtico, Austrdlia e Estados Unidos. No Brasil, a técnica foi empregada com sucesso por VITAL BRAZIL
em 1901 no recém fundado Instituto Butantan. J4 era de seu conhecimento a natureza peculiar do
envenenamento neurotdxico causado por Micrurus em contraposigio aquele causado por Crotalideos
(BRAZIL & BRAZIL F°, 1933), foi ele quem primeiro demonstrou que a soroterapia era especifica para

cada tipo de veneno de serpente.

Apés 1950, PORATH & FLODIN desenvolveram métodos cromatogrificos de purificagio de proteinas na
Suécia. Na década de 60, quase simultaneamente, CAREY & WRIGHT na Gria Bretanha, EAKER,
KARLSSON & PORATH na Suécia, LEE & CHANG em Taiwan e TAMIYA no Japao, comegaram a estudar
os componentes protéicos purificados dos venenos elapidicos. A primeira neurotoxina isolada foi da
serpente marinha Enhydrina scistosa (CAREY & WRIGTH, 1960). Logo apds, a toxina alfa (Tx-ot) do
veneno de Naja nigricollis teve sua seqiiéncia de aminodcidos determinada (KARLSSON et al., 1966;
EAKER & PORATH, 1966). As erabutoxinas a, b e ¢, foram isoladas e cristalizadas (TAMIYA & ARAI,
1966). Toxinas puras comegaram a ser empregadas em estudos farmacoldgicos na jun¢do neuromuscular
(LEE & CHANG, 1966). Diversos estudos farmacoldgicos, imunolégicos e das propriedades quimicas

dessas proteinas se seguiram.

Foi nesta época que CHEN-YAN LEE sugeriu a JEAN-PIERRE CHANGEUX que utilizasse as propriedades
da o - bungarotoxina, uma neurotoxina curarizante do veneno de Bungarus multicinctus, para estudar e
isolar o receptor de acetilcolina da raia elétrica Electrophorus electricus e do peixe elétrico Torpedo
marmorata (CHANGEUX et al., 1970; revisto por CHANGEUX, 1993). Desta forma, a o - bungarotoxina

se tornou uma ferramenta paradigmdtica em neurobiologia. A década de 70 foi marcada por estudos da

estrutura e agao dessas neurotoxinas. Assim se tentou determinar a fungao de certos aminodcidos na
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toxina por meio de modificagdes quimicas. Paralelamente, desenvolveram-se estudos de cristalografia.
Em 1976, a erabutoxina b, de Laticauda semifasciata foi a primeira neurotoxina a ter sua estrutura
tridimensional determinada (LOW et al, 1976; TSERNGLOU & PETSKO, 1976). Seguiram-se
posteriormente estudos de andlise de ressonincia magnética e dicroismo dessas toxinas, o que
possibilitou reinterpretar os dados acumulados a luz do aspecto tridimensional e tentar a elucidar como
essa toxinas poderiam interagir com seus receptores. Na década de 80, levaram-se a frente esses estudos
conformacionais com uma preocupagao crescente com a estrutura das toxinas quando em solugio
(DUFTON & HIDER, 1983), ou seja, em seu estado dinidmico utilizando-se métodos como dicroismo
circular, fluorescéncia e ressonancia nuclear magnética. Os dados estruturais permitiram racionalizar a

classificacao das toxinas de serpentes em familias, sendo uma das mais importantes a familia das toxinas

em trés digitos s quais pertencem as Ol - neurotoxinas.

A Classificacao Estrutural das Toxinas

Tendo em vista a complexa diversidade de fungdes bioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas que as
toxinas de serpentes podem exercer ¢ mais fcil classificd-las formando familias de proteinas de acordo
com sua estrutura tridimensional, (MENEZ et al., 1992). Assim, as mais importantes toxinas elapidicas se
classificam principalmente como toxinas com estrutura similar a fosfolipase A2 e toxinas com estrutura
em forma de trés digitos. A seguir descrevemos algumas classes de toxinas presentes nos venenos das

serpentes elapidicas.

As Fosfolipases

A primeira classe estrutural ¢ formada pelas toxinas com estrutura similar & Fosfolipase do tipo A2
pancredtica. Estas toxinas exibem indmeras atividades farmacoldgicas, sendo que entre elas se encontram
as B — neurotoxinas ou toxinas pré — sindpticas (HARRIS, 1991). Existem fosfolipases do tipo C em
alguns venenos de serpentes, mas as mais importantes sio as fosfolipases tipo A2 (PLA)). Elas estdo
presentes nos venenos da maioria das serpentes venenosas das familias Viperidae, Elapidae e
Hydrophiidae (MENEZ et al., 1992). Com 120 residuos de amino4cidos e 6 ou 7 pontes dissulfeto, sio
substancialmente compostas por alfa — hélices e alguma estrutura em folhas beta — pregueadas (DUFTON
et al, 1983). Podem apresentar as mais diversas fun¢bes e especificidades. Atuam diretamente
hidrolisando os fosfolipideos do sistema hemostdtico. Podem provocar hemdlise, inibi¢ao da agregacao
plaquetdria ou impedir a coagulagio sangiiinea. Outras sao miotoxinas que despolarizam membranas
das células musculares (MEBS & OWNBY, 1990), levando a necrose. Algumas PLA, sao neurotoxinas pré
— sindpticas (B - neurotoxinas) com alvos especificos no sistema nervoso ou na jungao neuromuscular
(FIGURA 03C), aumentando a liberagio dos neuromediadores (revisado por HARVEY et al. 1990;
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HARRIS, 1991). Podem ser formadas por uma ou mais subunidades. Nem sempre a atividade téxica das
PLAs ¢ relacionada com atividade enzimdtica, pois algumas das mais potentes toxinas desta classe no
apresentam nenhuma atividade enzimdtica. Além disso, podem ser multifuncionais e terem mais de um

sitio téxico. Por sua vez, nem todas as PLA, presentes nos venenos sao tdxicas.

Fatores que Afetam o Complemento

Os venenos elapidicos, incluindo o das Micrurus, apresentam atividades pré-inflamatdrias, ativam o
sistema complemento do soro humano, causam edema e aumento da permeabilidade vascular
(TAMBOURGI et al., 1994). Fatores que afetam o complemento sdo constituintes importantes dos
venenos de algumas serpentes. O sistema de complemento consiste em um sistema multi-enzimdtico
cujo funcionamento contribui para a defesa do organismo. E uma cadeia de eventos que culmina na
formagdo de poros na superficie da célula e sua conseqiiente lise em resposta especifica a um antigeno.
Este sistema ¢ ativado no momento em que mecanismos de controle s3o inibidos. Entre as enzimas de
serpentes que afetam este sistema, as metalo-proteinases sao os principais efetores caracteristicos dos
venenos botrépicos (jararacas). Sua a¢ao dd-se pela degradagio nio especifica dos componentes da
cascata de eventos do complemento. J4 os Fatores dos Venenos das Cobras (CVFs — “Cobra Venom
Factors”), presentes nas Najas ativam o sistema complemento, atuando especificamente sobre
componentes plasmdticos da via alternativa. O CVF se associa com o fator B e D do sangue da presa,
clivando as proteinas C3 e C5 depletando o sistema complemento. Os CVFs sio formados por trés
cadeias de glicoproteinas ligadas por pontes dissulfeto com aproximadamente 150 kDa. Os CVFs tém
70% de similaridade estrutural com a proteina C3b (C3/C5 convertase) do soro sangiiineo dos

mamiferos (SHARMA et al., 2001).

Inibidores Enzimaticos

As dendrotoxinas estdo presentes nos venenos de alguns elapideos (HARVEY & KARLSSON, 1982), tais
como as Mambas (Dendroaspis) e as Kraits (Bungarus). Sao toxinas que tém similaridade estrutural com
os inibidores de serino-proteinases do tipo Kunitz capazes de inibir a tripsina e a quimiotripsina. Elas
exercem sua fun¢io téxica aumentando a liberagio de neurotransmissores. Os alvos especificos das
dendrotoxinas sdo subtipos de canais de potdssio das membranas celulares dos neurdnios (revisado por

HARVEY, 2001). Veja a FIGURA 03C.

As fasciculinas presentes nos venenos de elapideos, também sao inibidores da enzima acetilcolinesterase

(MENEZ, 1996). O resultado ¢ a dessensibilizagio do receptor de acetilcolina por excesso de
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neurotransmissor na fenda sindptica. Entretanto, as fasciculinas ou anti — colinesterases sao toxinas em

forma de trés digitos e, portanto classificdveis na classe descrita a seguir.

A Familia das Proteinas em Forma de Trés Digitos

Os venenos dos elapideos e hidrofinideos se caracterizam por apresentarem pequenas toxinas sem
nenhuma atividade enzimdtica denominadas de toxinas em trés digitos ricas em pontes dissulfeto
(revisado por ENDO & TAMIYA, 1987). Esta familia de toxinas elapidicas é especialmente importante pela
abundincia de seqiiéncias conhecidas, pela diversidade bioldégica de suas fungoes e por a ela pertencerem
as toxinas pés — sindpticas curarizantes ou Ol — neurotoxinas e as citotoxinas (CHANG, 1979; revisto por
ENDO & TAMIYA, 1991; TSETLIN, 1999). Mais de 300 seqiiéncias sao conhecidas (uma listagem parcial
pode ser vista em MEBS & CLAUS, 1991). As o — neurotoxinas dos elapideos foram fundamentais no
isolamento e caracterizagio do receptor nicotinico de acetilcolina (CHANGEUX, 1990). (FIGURA 03B e
03C). Esta familia de toxinas ¢ estruturalmente homogénea, mas suas toxinas podem exibir até dez

subtipos fungdes farmacoldgicas distintas.

Toxinas de qualquer subtipo da familia podem ter suas seqiiéncias facilmente alinhadas por oito hemi —
cistinas muito conservadas (STRYDOM, 1977), que formam o nucleo globular da proteina e de onde
emergem trés alcas (“loops”) formados por 5 folhas — B pregueadas antiparalelas, duas folhas
antiparalelas formadas pela primeira al¢a e trés folhas antiparalelas formadas pela segunda alca e parte da
terceira alca (Figura 03D). Por esta razio, sio chamadas de toxinas com forma de trés digitos (“zhree
finger shaped toxins”). Nenhuma estrutura em alfa-hélice ¢ encontrada nessas moléculas. A forma ¢
discoidal achatada, apresentando um lado céncavo e um convexo. Tém massa molecular baixa, entre 7 a
8 kDa, e ponto isoelétrico tipico ente pH 8 e 10. S3o extremamente resistentes as variagoes fisicas
ambientais. Devido ao seu pequeno tamanho sao facilmente absorvidas e se distribuem rapidamente nos
tecidos da presa. Suportam altas temperaturas sem desnaturar e sao resistentes a protedlise. Apesar da
enorme semelhanga estrutural, agbes bastante distintas estao presentes em diversos componentes da
familia, representando classes. Um mesmo veneno pode ter vdrios subtipos de toxinas em forma de trés
digitos com diferentes atividades farmacoldgicas. A seqiiéncia de cDNA 7xh8 isolada de M. corallinus

codifica uma proteina da familia de toxinas com forma de trés digitos.

1. Alfa - Neurotoxinas

Alfa — neurotoxinas: Estas toxinas tém agdo pds — sindptica na jungao neuromuscular, bloqueando o

receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), impedindo a ligagio do neurotransmissor e, por
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conseguinte, a ativagao do canal. Mais de 80 o - neurotoxinas ji foram purificadas dos venenos de
elapideos. O alvo primdrio é o receptor do musculo (FIGURA 03B), resultando em paralisa fldcida. Sao
extremamente seletivas e tem alta afinidade de ligagdo pelo receptor. A constante de dissociagao (K,)
estd entre 107" a 10”7 mol/L e a LD,, para camundongos varia entre 0,05 a 0,30 ug/g. E possivel
estabelecer uma correlagio entre a afinidade pelo receptor e a toxicidade na presa (ISHIKAWA et al.,
1985). As afinidades das o - neurotoxinas pelo nAChR muscular variam conforme a espécie de origem
do receptor. Em geral, tem mais alta afinidade para o receptor muscular que pertencem as presas usuais

na dieta da serpente (ISHIKAWA et al., 1985). As O - neurotoxinas se dividem em dois subtipos:

1.1. o - Neurotoxinas Curtas

As o - neurotoxinas curtas tem 60 a 62 residuos de aminodcidos e as 4 pontes dissulfeto usuais
distintivas da familia. Reconhecem apenas o nAChR do musculo esquelético fetal do camundongo
(composto pelas subunidades oryodf, FIGURA 03B) ou do érgao elétrico de Torpedo com alta afinidade
(Kd =10” mol/L). J4 pelo receptor pés-natal (composto pelas subunidades o), as 0. - neurotoxinas
exibem uma menor afinidade (TAYLOR et al., 1998; OSAKA et al., 1999). A subunidade do receptor pela
qual as toxinas tém afinidade é a subunidade o, que forma o sitio ligante do agonista 00 ou oy. O
sitio 0 também ¢ discriminado, mas com muito menor afinidade. A ligagio com o nAChR ¢

considerada reversivel. Um modelo da erabutoxina a de Laticauda semifasciata pode ser visto na FIGURA

04A.

1.2. o - Neurotoxinas Longas

As o - neurotoxinas longas tem de 70 a 75 residuos de aminodcidos e cinco pontes dissulfeto. Além das
4 pontes dissulfeto tipicas, apresentam uma ponte extra na ponta da segunda al¢a e uma longa cauda C-
terminal. A primeira al¢a é mais curta em comparagao com as 0. - neurotoxinas curtas devido a dele¢ao
de vdrios residuos de aminodcidos. O sitio de ligagao ao nAChR se sobrepde ao das o - neurotoxinas
curtas e compartilha diversos aminodcidos funcionais (ENDO & TAMIYA, 1987; 1991; UTKIN et al., 1994;
TAYLOR et al., 1998; SERVENT et al.; 1997; 2000; ANTIL et al., 1999). Tal como as O - neurotoxinas
curtas, também sdo capazes de descriminar dois sitios ligantes (08 e 0y) no nAChR de 7orpedo (ANTIL
et al., 1999). Além de se ligarem & subunidade 01 do nAChR do musculo, as 0 - neurotoxinas longas se
ligam com alta afinidade aos receptores neuronais ganglionares e do sistema nervoso central
homopentaméricos, o, O, e 0, (GOTTI et al., 1997; SERVENT et al., 1997; 2000; ANTIL et al., 1999,

ANTIL-DELBEKE et al., 2000). (FIGURA 03A). A quinta ponte dissulfeto na extremidade da segunda al¢a

das neurotoxinas longas ¢ essencial para a afinidade a esses receptores neuronais (SERVENT et al., 1997),
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mas n2o0 a0 nAChR do musculo ou do érgio elétrico do Torpedo. Entretanto, as O - neurotoxinas longas
nio tém afinidade pelos receptores neuronais heterodiméricos (0/f3), (CHIAPPINELLI, 1993). Um

modelo da estrutura tridimensional da o - cobratoxina de Naja kaouthia pode ser visto na FIGURA 04A.

2. ¥ - Neurotoxinas ou Toxinas Neuronais

K - neurotoxinas ou toxinas ganglionares sao encontradas como componentes minoritdrios dos venenos
das Kraits (Bungarus, etc.), tém 66 residuos de aminodcidos e cinco pontes dissulfeto nas mesmas
posicdes que as apresentadas pelas O - neurotoxinas longas (revisto por CHIAPPINELLI, 1991). Bloqueiam
de forma potente e seletiva 0 nAChR ganglionar do subtipo o3, (FIGURA 03A). A ligacio pode ser
revertida. Também bloqueia parcialmente o subtipo o,f3,. Entretanto, sio incapazes de bloquear os
subtipos o./B, e o./B, (LUETJE et al., 1990; 1993). Tal como ocorre nas 0. - neurotoxinas longas a quinta
ponte dissulfeto, na ponta da segunda alga, também desempenha papel crucial na especificidade pelos
receptores neuronais (GRANT et al., 1998). As K - neurotoxinas formam dimeros em condi¢bes
fisiolégicas (CHIAPPINELLI & WOLF, 1985) que sao biologicamente ativos (CHIAPPINELLI & WOLF,

1989). Um modelo da K - bungarotoxina de Bungarus multicinctus pode ser visto na FIGURA 04A.

3. Citotoxinas ou Cardiotoxinas

As citotoxinas sao toxinas do tipo trés digitos presentes nos venenos de serpentes elapidicas dos géneros
Naja e Hemachatus. Tém agao litica em um grande ndmero de tipos celulares e membranas, mas exibem
seletividade por determinados alvos (revisto por DUFTON & HIDER, 1991). Tipicamente possuem 60
residuos de aminodcidos e a mesma estrutura tridimensional formada pelas 4 pontes dissulfeto e as 3
alcas com folhas B - pregueadas. Causam contragio do musculo cardfaco (HARVEY et al., 1982),
despolarizagio irreversivel das células excitdveis (HODGES et al., 1987), apresentam citotoxicidade em
células tumorais (CHAIM-MATYAS et al., 1991) e provocam lise de eritrécitos (CHEN et al., 1984). Os
sitios ligante e citolitico destas toxinas sio distintos (STEVENS-TRUSS & HINMAN, 1996). As
cardiotoxinas formam trimeros com o exterior hidrofébico e um canal central hidrofilico, sugerindo um
possivel mecanismo de formagio de poros nas membranas celulares (BILWES et al., 1994). Os
aminodcidos funcionais que interagem com o alvo estdo na face concava voltada na diregao C-terminal,
posi¢dao oposta a que ocorre nas O - neurotoxinas cujo lado céncavo estd oposto a cauda C-terminal.

Um modelo da Cardiotoxina IV de Naja naja atra pode ser visto na FIGURA 04A.
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4. Fasciculinas ou Anticolinesterases

As Fasciculinas ou anticolinesterases estio presentes nos venenos das Mambas (Dendroaspis). Sao
inibidores nao competitivos de alta afinidade da enzima acetilcolinesterase, cuja fun¢ao ¢ hidrolisar a
acetilcolina na jun¢ao neuromuscular (FIGURA 03C). Agem em sinergismo com as O, - neurotoxinas e as
dendrotoxinas (inibidores tipo kunitz) presentes em seu veneno. Tém 61 residuos de aminodcidos e as
quatro pontes dissulfeto comuns a toda a familia das toxinas em forma de trés digitos (revisto por
CERVENANSKY et al., 1991). Sio chamadas de fasciculinas devido aos tremores musculares que
provocam. O sitio de ligago a acetilcolinesterase também estd na face oposta em dire¢ao a cauda C-

terminal.

5. Toxinas Muscarinicas

Toxinas muscarinicas bloqueiam os receptores muscarinicos de acetilcolina (MAChR) que estao
implicados na modulagio da transmissao colinérgica inibitéria e excitatéria do sistema nervoso central.
Os receptores muscarinicos nao sio canais i6nicos. Atuam por transmissio do sinal acoplados com
proteina G modulando a atividade de segundos mensageiros ou de outros canais i6nicos. Muitos
sistemas pelo corpo dependem da regulagio efetuada pelos MAChRs, tal como contragio dos musculos
lisos, regulagao dos batimentos cardiacos. Estio presentes também nos tecidos glandulares. As toxinas
muscarinicas foram primeiro isoladas do veneno da Mamba Dendroaspis angusticeps (ADEM et al., 1988).
Mais de 10 isoformas tem seletividade por diferentes subtipos de receptores muscarinicos (revisto por
BRADLEY, 2000; JERUSALINSKY et al., 2000). A estrutura dessas toxinas é comum a todas as toxinas em

trés digitos conservando o arranjo das 8 hemi-cistinas.

6. Toxinas Bloqueadoras de Canais de Calcio do Tipo-L

As toxinas bloqueadoras de canais de cdlcio do tipo — L sdo toxinas de 60 residuos de aminodcidos e 4
pontes dissulfeto. Tem efeito relaxante no musculo liso e inibem a contragio cardfaca. A primeira toxina
isolada e purificada do veneno de Dendroaspis polylepis polylepis e foi chamada de calciseptina (DE
WEILLE et al., 1990). Sio seletivas para o canal de Ca” tipo — L do miusculo cardfaco e dos vasos, nio
atuando nos canais tipo — N ou tipo — T. As toxinas inibidoras do canal tipo - L tém uma estrutura
similar 2 apresentada pelas fasciculinas e cardiotoxinas, conservam a estrutura rica em folhas f -
pregueadas antiparalelas e as 8 hemi-cisteinas que formam as 4 pontes dissulfeto usuais e o lado concavo

orientado na dire¢ao C-terminal (ALBRAND et al., 1995).
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7. Mambinas
As mambinas ou dendroaspinas s3o toxinas inibidoras da adesao celular, especialmente a de plaquetas
presentes nos venenos das mambas. Atuam de maneira similar as desintegrinas (DENNIS et al., 1990;
McDOWELL et al., 1992). Possuem uma triade RGD na terceira alga da molécula capaz de inibir a
glicoproteina IIb-IIla que atua como um receptor induzivel para o fibrinogénio e outras proteinas

adesivas da superficie das plaquetas (JASEJA et al., 1994).

8. Toxinas Sinergisticas
As toxinas sinergisticas s30 um grupo de toxinas do veneno das mambas ainda mal estudado. Em geral
sio consideradas nio tdxicas, mas que potencializam o efeito das outras toxinas do veneno de forma

desconhecida, atuando em sinergia com as fasciculinas e as neurotoxinas (JOUBERT & TALJAARD, 1979;

JOUBERT & VILJOEN, 1979; JOUBERT, 1985).

9. Homélogos das a - Neurotoxinas Longas

Os homdlogos das O - neurotoxinas longas ou toxinas tipo - melanoleuca (JOUBERT, 1975; JOUBERT &

TALJAARD, 1980) ou neurotoxinas fracas, sio estruturalmente relacionadas as O - neurotoxinas longas

que tém sido encontradas recentemente nos venenos ou cDNAs de Naja e Bungarus, (DANSE et al.,
1990; DUCANCEL et al., 1990; CHANG & LIN 1997; HUNG et al., 1998; LIN et al., 1998; QIAN et al., 1998b;
1999; CHANG et al., 2000a; GONG et al., 2000, UTKIN et al., 2001a e 2001b). Possuem 10 hemi-cistinas

das quais oito s3o conservadas como os protStipos da familia. Formam cinco pontes dissulfeto, mas a
quinta ponte, diferente do que ocorre nas O - neurotoxinas longas estd presente na extremidade da
primeira alca. Tém entre 62 a 68 residuos de aminodcidos. A maioria desses homdlogos tem fungio

farmacoldgica desconhecida e alguns s3o considerados atdxicos.

Recentemente, foram isoladas toxinas deste tipo com alta toxicidade, mas o seu alvo ainda nio estd
caracterizado (AIRD, et al., 1999). Em certos casos a toxicidade depende da origem do receptor de
acetilcolina muscular utilizado no ensaio. Assim podem ter mais afinidade pelo nAChRs de musculos de
anfibios que de mamiferos, sendo capazes de serem seletivas para subtipos de nAChR musculares
(CHANG et al., 2000a). Mostrou-se que uma dessas neurotoxinas fracas de Naja kaouthia tem menor

afinidade pelo nAChR do 6rgao elétrico de Torpedo em comparagao com as O - neurotoxinas longas e
curtas. Entretanto, esta neurotoxina fraca se mostrou eqiiipotente em comparagio com as O -
neurotoxinas longas em sua afinidade pelo receptor 07 (UTKIN et al., 2001a). J4 a reversibilidade da

ligagdo ao receptor 07 ¢ muito mais lenta. A Bucandina do veneno de Bungarus candidus teve
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recentemente sua estrutura tridimensional determinada (KUHN et al., 2000). Os autores alegam ser a
primeira neurotoxina pré - sindptica com estrutura de trés digitos, a ser descrita. Este homdlogo
aumenta a liberagao de acetilcolina nos terminais nervosos por um mecanismo ainda nao elucidado. Um
modelo da Bucandina pode ser visto na FIGURA 04B. Recentemente, um outro desses homdlogos,
denominado Candoxina foi purificada também do veneno de B. candidus e teve sua estrutura
tridimensional determinada por ressonincia nuclear magnética (PARVATHY et al., 2001). A Candoxina ¢
capaz de bloquear a transmissao colinérgica no musculo esquelético de galinhas e intensifica de maneira

significativa a atividade da acetilcolinesterase no veneno (NIRTHANAN et al 2001).

10. Proteinas com Estrutura em Trés Digitos Nao Elapidicas

Um dominio de topologia similar a das toxinas de serpentes com estrutura em trés digitos ¢ também
descrita para outras protefnas nio tdxicas de outros seres vivos além das serpentes. Essas proteinas
podem ser facilmente alinhadas pelas mesmas hemi-cistinas que compdem as O - neurotoxinas das
serpentes (STRYDOM, 1977) constituindo uma superfamilia. E o caso da aglutinina do germe de trigo.
Esta proteina dimérica de 41 residuos de aminodcidos ¢ uma lectina de planta. E capaz de ligar-se a
diversas membranas celulares animais e bacterianas. Entre suas atividades pode se descrever a capacidade
de aglutinar células tumorais de mamiferos, estimular a divisao de linf4citos e inibir o crescimento de
fungos. Outras protefnas com a mesma topologia da aglutinina, formada por um nucleo de 4 pontes
dissulfeto e trés algas ricas em folhas [3, s3o a heveina da borracha e o alérgeno de pélen Ra5 (DRENTH et

al., 1980).

Em anfibios o motivo estrutural em forma de trés digitos ¢ encontrado em um grupo de peptideos da
secregdo da pele, denominados xenoninas (KOLBE et al., 1993). O papel desses peptideos é pouco
compreendido. Entretanto, a xenonina 1 ativa canais de cdlcio sensiveis a dihidropiridina presentes nas
células do villus e causa a diminui¢ao do volume dessas células por influxo de cdlcio (MACLEOD et al.,

1998).

10.1 Familia Ly-uPAR e inibidores de PLA, tipo y

Em mamiferos, o padrio estrutural em trés digitos aparece em grupos de proteinas ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e implicadas na adesdo celular, sinalizagdo celular e transmissio de sinal. E
o caso do receptor de membrana CD59 (KIEFFER et al., 1994). A proteina tem uma quinta ponte
dissulfeto extra na alga N-terminal, tal como os homélogos das o - neurotoxinas. A CD59 se liga as
proteinas do complemento C8 e C9 impedindo a formacio do complexo litico. O mesmo padrio é

encontrado nas proteinas da familia de antigenos murinos Ly-6, que forma um grupo de receptores da
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superficie celular envolvidos na ativagio de leucécitos (GUMLEY et al., 1995). CD59 e Ly-6 sio
proteinas monoméricas. J4 o receptor para o ativador de plasminogénio do tipo uroquinase - uPAR
(PLOUG & ELLIS, 1994) ¢ uma proteina muito maior, com pelo menos trés dominios em trés digitos

repetidos in tandem, que também ¢é ancorada & membrana por uma cauda glicosilfosfatidilinositol.

RoBo-1 ¢ uma proteina relacionada a familia Ly-6/uPAR/neurotoxinas que ¢ abundantemente expressa
nos condrécitos, onde a cartilagem estd sendo remodelada em osso (NOEL et al., 1998). Curiosamente,
RoBo-1 apresenta uma alta similaridade com um dominio de algumas proteinas secretadas no soro
sangiiineo de serpentes elapidicas. Essas proteinas séricas das serpentes sao inibidores do tipo y de PLA,
e apresentam atividades anti - hemorrdgicas, anti - neurotdxicas e anti - miotdxicas, inibindo a atividade
téxica da PLA, do veneno dessas serpentes (revisto por FAURE, 2000). Os inibidores tipo-y de PLA, nio
sio ancorados as membranas celulares por uma cauda GPI e encontram-se soliveis no sangue da
serpente. Sao glicoproteinas que tém entre 90 a 130 kDa, formadas pela associagao nao covalente de trés
a seis subunidades entre 20 a 31 kDa. Suas seqiiéncias de aminodcidos contém duas repeticdes 77

tandem do dominio de proteinas em formas de trés digitos (OHKURA et al., 1994).

10.2 Proteinas em forma de trés digitos no sistema nervoso central
E extremamente interessante que recentemente tenha sido encontrado um pequeno peptideo
neuromodulador ancorado a GPI, altamente expresso no sistema nervoso central de mamiferos. O
peptideo, denominado Lynx-1 estd associado a dendritos proximais das células de Purkinje e seus
interneurdnios pré - sindpticos, além de outras células do cerebelo, hipocampo e cértex, coincidentes
com a localizagio dos nAChR o7. A fragio solivel de Lynx-1 aumenta a liberagio de acetilcolina
evocada por potenciais sindpticos 7z vitro (MIWA et al., 1999). Lynx-1 tem topologia claramente similar a
dos Homdlogos das o - neurotoxinas longas, inclusive apresentando uma quinta ponte dissulfeto na
primeira al¢a, além das quatro usuais presentes no nucleo central e o mesmo arranjo de folhas 3
pregueadas. (Veja o modelo de Lynx-1 na FIGURA 04B). Além disso, o gene de Lynx-1 tem a mesma
organiza¢io gendmica que a encontrada nas toxinas em trés digitos de elapideos (CHANG et al., 1997a).
Ainda que o papel de Lynx-1 no cérebro esteja por ser esclarecido, é evidente a sua implicacio na
regulagio da fungio colinérgica in vive, inclusive podendo ter implicagdes sobre o mecanismo de agao
das toxinas de serpentes, tais como os “homdlogos das @ - neurotoxinas longas” ou as “neurotoxinas

fracas” e sua interagao com os receptores neuronais de acetilcolina.

Recentemente, o gene odr-2 de Caenorhabditis elegans foi caracterizado. O gene codifica uma proteina

ODR-2 necessiria para a olfacido e que tém similaridade estrutural com a superfamilia Ly-
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6/uPAR/neurotoxinas. A proteina ODR-2 tem um dominio de trés digitos com a mesma formagao de
pontes dissulfeto e 30% de identidade de seqiiéncia com as neurotoxinas de serpente, devida
principalmente a aminodcidos que desempenham papel estrutural na molécula (CHOU et al., 2001). A
proteina ODR-2 ¢ exclusivamente expressa em neurdnios motores colinérgicos ou em neur6nios que
fazem sinapse com neurdnios motores colinérgicos. De maneira andloga a Lynx-1 ou as neurotoxinas de
serpente, ¢ possivel que ODR-2 esteja envolvido na neuromodulagio e possa atuar modificando a

transmissao colinérgica.

Estas ocorréncias evidenciam a ancestralidade e a versatilidade da estrutura em forma de trés digitos na
aquisi¢ao de novas fung¢des. Durante a evolugao das glindulas de veneno dos elapideos, estruturas
ancestrais nao téxicas (prototoxinas) foram recrutadas e adaptadas a uma fun¢ao téxica por mutagoes
em poucos residuos expostos na superficie sem alterar a estrutura bdsica ancestral. O recrutamento de
estruturas pré - existentes adquirindo novas fungdes parece ser uma ocorréncia comum no processo

biolégico evolutivo (ALAPE-GIRON et al., 1999).

A Biologia Molecular

A abordagem bioquimica cldssica com venenos animais necessita de grandes quantidades de material
bruto para isolar os componentes individuais e, posteriormente, uma quantidade suficiente de
determinado componente para a sua caracterizagdo. Assim, venenos cuja fonte é escassa ou cujos
componentes estao presentes em baixa concentragao tendem a ser ignorados. A biologia molecular
mudou esse panorama a partir dos fins da década de 80 mostrando-se uma poderosa técnica a
disposi¢ao dos laboratérios que trabalham com toxinas de animais (MIDDLEBROOK, 1991). As toxinas
podem agora ser clonadas, expressas e caracterizadas, inclusive de animais pequenos ou raros que
produzem pouco veneno como abelhas, vespas, aranhas, escorpides, buzios, entre outros. As toxinas
recombinantes podem ser produzidas em grande quantidade. O avango da tecnologia de técnicas de
cromatografia de alta eficiéncia, massa, ressonincia e espectrometria permitem o isolamento e a

caracterizagdo de pequenas quantidades moleculares de toxinas (ADAMS & OLIVEIRA, 1994).

A Biologia Molecular das Toxinas em Trés Digitos

O primeiro componente de veneno elapidico clonado e seqiienciado foi a erabutoxina a de Laticauda
semifasciata (TAMIYA et al., 1985). O cDNA continha 510 pares de bases (pb.), com inicio da fase de
leitura na base 249. O inicio da seqiiéncia codificava para um peptideo sinal de 21 residuos de

aminodcidos altamente hidrofébicos na regido N-terminal, mostrando que a toxina era sintetizada na
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glindula na forma de um precursor que é posteriormente clivado quando a toxina ¢ secretada para o
ldmen da glindula de veneno. Seguia-se uma seqiiéncia de 186 nucleotideos codificando para a
seqiiéncia exata de 62 aminodcidos da erabutoxina a madura e finalmente uma seqiiéncia nio
codificante de 240 pb. Demonstrou-se também que as isoformas da erabutoxina a, b, e ¢, presentes no
veneno eram devidas 2 alteragio de uma tnica base. A partir daf, muitas outras seqiiéncias foram obtidas
e intimeras variantes identificadas, transformando a classe das toxinas em forma de trés digitos, numa

das maiores e melhor caracterizadas familias de proteinas.

A erabutoxina a também foi a primeira a ser produzida de forma recombinante em Escherichia coli
(DUCANCEL et al., 1989). A expressao foi feita em forma de fusio com a proteina A de Staphylococcus
aureus. A proteina de fusio erabutoxina a - proteina A bloqueava o receptor nicotinico muscular de
acetilcolina, mas se ligava ao receptor com uma afinidade muito mais baixa que a toxina nativa. A
toxicidade da quimera também era inferior iz vivo A toxina da serpente. No ano seguinte, 0 mesmo
grupo alterou a fusdo, introduzindo uma metionina na posi¢ao —1 da toxina, o que permitiu a clivagem
do hibrido recombinante com brometo de cianogénio (CNBr). Obteve-se uma toxina recombinante

totalmente ativa e com as mesmas propriedades da toxina nativa (BOYOT et al., 1990).

Estudos de mutagénese sitio dirigida foram realizados para elucidar quais sao os sitios de ligacao das
neurotoxinas curtas ao seu alvo especifico, o receptor muscular de acetilcolina (HERVE et al., 1992;
PILLET et al., 1993; TREMEAU et al., 1995). O mesmo foi feito com as toxinas longas: 0 - bungarotoxina
(ROSENTHAL et al., 1994) e com a O - cobratoxina (ANTIL et al., 1999; CHANG et al., 1999a). Outras O —
neurotoxinas foram expressas, como a toxina O de Naja mossambica mossambica e os mutantes utilizados
para caracterizar sitios funcionais (ACKERMAN & TAYLOR, 1997; ACKERMAN et al., 1998; OSAKA et al.,
1999). Estes mesmos trabalhos demonstraram que existem dois sitios de ligagio da neurotoxina no
receptor de acetilcolina (00 e AY), com diferentes afinidades e especificidades (TAYLOR et al., 1998;
ANTIL et al., 1999; OSAKA et al, 1999). Os cDNAs clonados e expressos, evidenciaram intimeras
isoformas e diferentes toxicidades e afinidades pelo receptor, além de varia¢es geogrificas no veneno da
serpente, como é o caso de neurotoxinas de Naja sputarix sputarix (AFIFIYAN et al, 1998), e de

Pseudonaja textillis (GONG et al., 1999; 2000).

Outro resultado importante, é que a manipulagio genética das toxinas recombinantes possibilitou
identificar epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes ou o mapeamento dos aminodcidos
importantes para a estrutura molecular (ZINN-JUSTIN et al, 1994; DUCANCEL et al, 1996). A

modificagdo por mutagénese sitio dirigida mostrou ser possivel transformar a erabutoxina a em um
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toxdide capaz de elicitar a formagao de anticorpos neutralizantes, mas sem os inconvenientes téxicos da

proteina nativa (FROMEN-ROMANO et al., 1997).

Proteinas de fusao podem ser bons repdrteres. Assim, inseriu-se a erabutoxina a entre os residuos +6 e
+7 da fosfatase alcalina de Escherichia coli. A proteina de fusio recombinante ¢ exportada para o
periplasma e apresenta tanto a atividade enzimdtica da fosfatase quanto a capacidade de ligagdo e
bloqueio do receptor de acetilcolina da neurotoxina (GILLET et al., 1992). A molécula hibrida ¢ resistente
a protedlise e pode substituir por um ensaio colorimétrico experimentos de ligagdo ao receptor de

acetilcolina, que tradicionalmente sio feitos com neurotoxinas marcadas radioativamente.

A estrutura gendémica do gene precursor da erabutoxina ¢ foi determinada (FUSE et al., 1990),
mostrando que havia 3 introns. A mesma organizagao génica estd presente em toda a familia de toxinas
em trés digitos estudadas até o momento (CHANG et al., 1997a, 1999b; AFIFIYAN et al., 1999) e as
isotoxinas presentes no veneno sao resultado da expressao de cdpias génicas, nao estando envolvidos
mecanismos de edi¢ao do mRNA. A comparagdo de diversas seqiiéncias possibilitou o estudo a sobre a
evolugao destas toxinas. Mecanismos de duplicagao génica foram evidenciados (TAMIYA et al., 1999).
Verificou-se que a taxa de mutagdo na regiao dos exons era mais elevada do que na regido dos introns
(TAMIYA et al., 1999; OHNO et al., 1998), fenémeno inesperado de mutagio acelerada que foi
primeiramente descrito para as PLA, (OGAWA et al., 1992 ¢ 1996; NAKASHIMA et al., 1993 ¢ 1995).

Novas seqiiéncias codificando proteinas estruturalmente relacionadas, constituindo novas classes dentro
da familia das toxinas em forma de trés digitos foram identificadas e estudadas gracas as técnicas de
biologia molecular (DANSE et al., 1990; DUCANCEL et al., 1990; LIN et al., 1998; QIAN et al., 1998a;
1998b; 1999; CHANG et al., 2000a; GONG et al., 2000). Outras toxinas também vém sendo produzidas
por engenharia genética em Escherichia coli e outros sistemas, como diversas PLA,, incluindo uma
fosfolipase A, ativa do veneno de Agkistrodon piscivvorus (LATHROP et al., 1992) e de Notechis scutatus
scutatus (HODGSON et al., 1993), a cardiotoxina V (CHI et al., 1994) e a cardiotoxina VII (CHANG et al.,
1994; CHANG et al., 2000b) de Nazja, as dendrotoxinas K, I ¢ E de mambas (DANSE et al., 1994; SMITH
et al., 1995), as toxinas ganglionares neuronais, como ¥ - bungarotoxina de Bungarus multicinctus
(FIORDALISI et al., 1991; 1996; CHANG et al., 1997b), as toxinas sinergisticas em Dendroaspis (ROWAN et
al., 1990), as toxinas muscarinicas (DUCANCEL et al., 1991; NASMAN et al., 2000), as metaloproteases e
desintegrinas de Bothrops (MOURA DA SILVA et al., 1999; SELISTRE ARAUJO et al., 2000), entre

indmeras outras.
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Uma Nova Abordagem para o Estudo do Veneno de Micrurus corallinus

A abordagem cldssica do estudo dos venenos que parte do isolamento bioquimico da toxina em direcao
a clonagem do gene com a intengdo de obter produtos recombinantes nio ¢ exeqiiivel no caso da coral,
pois os componentes do veneno nio siao conhecidos, devido a4 quantidade limitada de veneno
disponivel. Em nossa linha de pesquisa, utilizamos as técnicas de biologia molecular para caracterizar
alguns dos componentes potencialmente téxicos desse veneno. Os dados prévios sobre os componentes
téxicos do veneno de M. corallinus eram esparsos e derivavam principalmente de dados farmacoldgicos

da agdo do veneno bruto e dados imunoldgicos, principalmente de reatividade cruzada.

Partindo-se do pressuposto de que a glindula de veneno das serpentes é um tecido diferenciado
especializado na sintese de toxinas (SATO et al., 1969) e que os RNA mensageiros da glandula de veneno
sdo relativamente estdveis (TAKEDA et al., 1974), ¢ possivel esperar encontrar em uma biblioteca de
expressaio de cDNA da glindula de veneno de Micrurus, clones expressando toxinas que podem ser
identificados usando-se soro anti — elapidico. Entretanto, um vez que o soro anti — elapidico ¢
preparado com o veneno bruto, os clones imunorreativos podem apresentar componentes téxicos e nao
téxicos. Por outro lado, tendo em vista a especializagao da glindula em sintetizar toxinas, ¢ de se esperar
que entre os cDNAs mais abundantes estejam os genes codificantes para essas toxinas. Uma vez
seqiienciados esse clones, por comparagao da seqiiéncia em bancos de dados ¢é possivel identificar o tipo
de proteina e a sua possivel fun¢ao biolégica. Além disso, os genes identificados podem ser expressos em
sistemas heterélogos, fornecendo proteinas recombinantes que poderiam possibilitar a produgao de
anticorpos especificos e até mesmo a caracterizagdo da atividade biolégica da suposta toxina. Foi

pensando nessa abordagem reversa que foi construida uma biblioteca de expressao de cDNA dos

mRNAs isolados da glandula de veneno da cobra coral brasileira Micrurus corallinus em Agtl1D

(Pharmacia ®) (HO et al., 1995).

A espécie de serpente foi escolhida porque a agao do veneno exibia duas atividades neurotdxicas distintas
(VITAL BRAZIL, 1987). O seu veneno ¢ um dos de mais alta toxicidade entre os venenos das corais
(SILVA, et al. 1993) e ¢ a espécie que mais causa acidentes no centro sul do Pais, sendo seu veneno
utilizado para imunizar cavalos e produzir o soro anti — elapidico produzido pelo Instituto Butantan

(RAW et al., 1991).

Esse procedimento mostrou-se frutifero, vindo a ser isolado dessa biblioteca alguns genes que
apresentaram similaridade estrutural com lectinas, fatores natriuréticos, 0. - neurotoxinas e fosfolipases
A, (HO et al., 1995; HO et al., 1997). Os cDNAs dos clones nxh1, nxh3, nxh7 e nxh8 tinham similaridade

com a familia de toxinas com estrutura em forma de trés digitos dos elapideos do velho mundo (HO et
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al., 1995). As trés primeiras seqiiéncias sao possiveis isotoxinas. A seqiiéncia 7nxhI foi subclonada,
expressada e caracterizada em nosso laboratério (SILVEIRA de OLIVEIRA, 2000; SILVEIRA de OLIVEIRA et
al., 2000; PRIETO da SILVA et al., 2001). A seqiiéncia de 7xh8, por mostrar-se peculiar em rela¢io as
outras, foi o objeto desta tese (FIGURA 05).
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OBJETIVOS GERAIS

1. Definir o papel da proteina NXH8 no veneno de M. corallinus.
2. Obtengdo de anticorpos que neutralizem possiveis a¢oes t6xicas de NXH8, ou do veneno de M.

corallinus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Andlise da seqiiéncia primdria de NXH8.

2. Clonagem e expressao do cDNA de NxH8 em Escherichia coli em diversos sistemas de
expressao bacterianos (pRSET; pCP e pEZZ18).

3. Analisar se a toxina recombinante é reconhecida pelo soro anti - elapidico produzido
pelo Instituto Butantan.

4. Produgao de anticorpos contra NXH8 recombinante.

5. Verificar se o soro produzido reconhece protefnas de outros venenos elapidicos e nao
elapidicos.

6. Verificar se esses anticorpos impedem a ligagao do veneno bruto de M. corallinus aos

nAChR do musculo de embriges de rato.
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MATERIAL & METODOS

1 Analise da Sequiéncia de cDNA

1.1 Composicao de Aminoacidos e Estrutura

A seqiiéncia de cDNA do clone 7xh8 (EMBL accession number AJ344067) foi analisada utilizando as
ferramentas do  “ExPASy  (Expert  Protein  Analysis  System)  Molecular — Biology — Server”

(http://www.expasy.org). A seqiiéncia de aminodcidos foi traduzida usando a ferramenta “7ranslate”

(http://www.expasy.org/tools/dna.html). O 3° quadro de leitura lido de 5'—3' codifica para o precursor
de NXH8, contendo 86 aminodcidos, pl 8,32 e massa molecular tedrica de 9 591 Da. O peptideo

maduro NXH8 tem 65 aminodcidos pl 8,39 e massa molecular tedrica de 7 268 Da.

Os parimetros fisico-quimicos foram calculados usando-se a ferramenta “ProtParam”

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html). A estrutura secunddria do peptideo maduro NXH8 foi

analisada independentemente usando-se as ferramentas “PSlpred” (http://insulin.brunel.ac.uk/psipred,

JONES, 1999) ¢ “PREDATOR” (http://www.embl-heidelberg.de/cgi/predator serv.pl, FRISHMAN &

ARGOS, 1995).

1.2 Determinacao do Peptideo Sinal

A seqiiéncia do precursor foi analisada no SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Um

programa de predicio de seqiiéncias sinais de secregao de proteinas de eucariotos. O peptideo sinal de
NXH8, também pode ser determinado por simples comparagiao com precursores e formas maduras de
toxinas similares. As seqiiéncias dos precursores usados foram: NXHL BUNMU (Homdlogo de
Neurotoxina Longa de Bungarus multicinctus); NXS1 LATSE (Precursor da Neurotoxina Curta 1,
erabutoxina a de Laticauda semifasciata,); TXW1 NAJAT (Precursor da Neurotoxina Fraca 1 de Naja
atra); NXL1 BUNMU (Precursor da K - Neurotoxina 1, K - bungarotoxina de Bungarus multicinctus) e

TSYL DENAN (Precursor da Toxina Sinergistica de Dendroaspis angusticeps).

1.3 Similaridade e Alinhamento

As seqiiéncias de aminodcidos do precursor e do peptideo maduro de NXH8 MICCO (“Micrurus

corallinus” - Neurotoxin homologue 8) foram submetidas a uma comparagiao com bancos de dados de
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seqiiéncias de protefnas (SWISS-PROT/TREMBL) usando o programa BLAST - Basic Local Alignment

Search Tool (http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/blast20 parser.pl; ALTSCHUL et al., 1997).

Para identificar a qual subclasse da familia de toxinas a NXH8 seria relacionada, diversas seqiiéncias

escolhidas no SWISS-PROT/TREMBL apds uma busca utilizando o programa PSI-BLAST (Position specific

iterative  BLAST,  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), foram cuidadosamente  alinhadas
manualmente com NXH8 e NXH1 utilizando-se o programa MACAW - Multiple Alignment Construction
and Analysis Workbench (SCHULER et al., 1993). A matriz de similaridade usada foi a BLOSUM 62.

Foram escolhidas 37 seqiiéncias de toxinas de serpentes como representantes de cada tipo de toxinas
elapidicas em trés digitos. Assim NXH8 foi alinhado com cardiotoxinas, bloqueadores de canais de cdlcio
tipo L, inibidores da agregacao plaquetdria, fasciculinas ou anticolinesterases, toxinas sinergisticas,
toxinas muscarinicas, toxinas neuronais ou K - neurotoxinas, O, - neurotoxinas longas e Ol - neurotoxinas
curtas. Além dessas, NXH8 foi alinhada com diversos tipos de toxinas de padrio similar quanto as pontes
dissulfeto, denominadas neurotoxinas fracas de Naja, homélogos de neurotoxinas longas 1 e 2 de
Bungarus e toxinas tipo bucandina. As seqiiéncias alinhadas e seus c6digos de acessos no banco de dados

do SWISS-PROT / TREMBL sio:

Homdlogos 1 de o - Neurotoxinas Longas: NTL1 BUNMU — peptideo maduro de “Neurotoxin-like
protein” Bungarus multicinctus (QOYG19); CADO BUNCA — “Candoxin” B. candidus (P81783); NXLH
BUNMU — peptideo maduro de “Long Neurotoxin Homolog” B. multicinctus (P15818). Homdélogos 2
de o - Neurotoxinas Longas: NXGB BUNMU — “y - Bungarotoxin” B. multicinctus (QOW796); NXDP
BUNMU - peptideo maduro de “d - protein toxin” B. multicinctus (012963). Neurotoxinas Fracas:
TXW5 NAJINA — “Weak Neurotoxin 57 Naja naja (P29179); TXW4 NAJME — “Weak Toxin S4C11” V.
melanolenca (P01400); TXW1 NAJHH — “Weak Toxin CM-11" N. haje haje (P01401); TXW3 NAJAT -
peptideo maduro de “Probable Weak Neurotoxin NNAM3” N. atra (Q9YGI1); TXW6 NAINA — “Weak
neurotoxin 6” N. naja. (P29180). Bucandina: BUCA BUNCA — “Bucandin” B. candidus (P81782). TX64
DENJA — “Toxin S6C4” D. jamesoni kaimosae (P25882); o - Neurotoxinas Longas: NXL1 NAJKA —
“Alpha-Cobratoxin” N. naja kaouthia. (P01391); NXLA BUNMU - “Alpha-Bungarotoxin”®, B.
multicinctus (P01378); NXL1 NAJHC — “Long Neurotoxin III” N. haje anchietae (P01389); NXL1 ASPSC
— “Toxin S4C6” Aspidelaps scutarus (P25670). Toxinas Neuronais: NXL1 BUNMU — “k - Bungarotoxin”
B. multicinctus.  (P01398); NXL2 BUNFL — “k - Flavitoxin” B. flaviceps flaviceps (P15815). Toxinas
Muscarinicas: TXMA DENPO — “Muscarinic Toxin - o, D. polylepis polylepis (P80494); TXM7 DENAN —
“Muscarinic Toxin 77 D. angusticeps (P80970); TXM1 DENAN — “Muscarinic Toxin 17 D. angusticeps
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(P81030). Toxinas Sinergisticas: TS81 DENAN — “Protein C8S2 Chain 17 D. angusticeps (P01410); TS24
DENJA — “Toxin S2C4 chain 17 D. jamesoni kaimosae (P01407); TSYL DENAN — peptideo maduro de
“Synergistic-Like Venom Protein” D. angusticeps (P17696). Cardiotoxinas: CX9H HEMHA — “Cytotoxin
Homolog 9B” Hemachatus haemachatus (P24778); CX04 NAJAT — “Cardiotoxin IV” N. naja atra
(P01443); CX01 NAJMO — “Cardiotoxin XIIB” N. mossambica mossambica (P01467). 0. - Neurotoxinas
Curtas: NXS1 LATSE — “Erabutoxin a”, Laticauda semifasciata (P01435); NXSB NAJAT — “Cobrotoxin
B” N. naja atra (P80958); NXS1 NAJOX — “Oxiana alpha neurotoxin” N. oxiana (P01427); NXS1 MICNI
— “Short neurotoxin alpha” Micrurus nigrocinctus (P80548). Fasciculinas: TXF7 DENAN -
“Acetylcholinesterase Toxin F-VII” D. angusticeps (P01403); TXAC DENPO — “Acetylcholinesterase
Toxin C” D. polylepis polylepis (P25681). Inibidores de agregagao plaquetdria: MAMB DENJA —
“Mambin”, D. jamesoni kaimosae (P28375); TX51 DENJA — “Toxin S5C1” D. jamesoni kaimosae
(P01413). Bloqueadores de canais de cdlcio tipo - L: TXCA DENPO — “Calciseptine” D. polylepis
polylepis. (P22947); TXF2 DENPO — “Toxin FS-2" D. polylepis polylepis (P01414). NXH1 MICCO —

peptideo maduro de “Alpha Neurotoxin Homolog 17 Micrurus corallinus (QOPUBY).

NXH8 foi também alinhado com 27 toxinas do veneno de serpentes elapidicas encontradas no SWISS-
PROT com dez cisteinas formando cinco pontes dissulfeto com a mesma topologia. O alinhamento foi

construido como descrito anteriormente. Como grupos externos para fins de comparagio foram

utilizadas seqiiéncias de O - neurotoxinas longas e curtas. As seqiiéncias usadas foram:

Bucandina: BUCA BUNCA: “Bucandin” de Bungarus candidus (P81782); TX64 DENJA: “Toxin S6C4” de

Dendroaspis jamesoni kaimosae LD, = 10 mg/kg L.V. (P25682). Neurotoxinas fracas: TXW3 NAJAT:

50)
Peptideo maduro de “Weak neurotoxin 3”7 NNA3 de Naja atra (Q9YGI1); TXW5 NAJINA: “Weak
Neurotoxin 5” de Naja naja (P29179); TXWB NAJHA: “Weak Toxin CM-13B” de Naja haje annulifera

LD, = 4,86 mg/kg (P01399); TXW4 NAJME: “Weak Toxin S4C11” de Naja melanoleuca LD ., > 20

50) (50)

mg/kg IV. (P01400); TXW1 NAJHH: “Weak Toxin CM-11" Naja haje haje LD, = 13.4 mg/kg SC.
(P01401); TXW6 NAJNA: “Weak Neurotoxin 6” de Naja naja (P29180); TXWK NAJAT: Peptideo
maduro de “k-Cobrotoxin Weak toxin Precursor” de Naja atra (093422); TXWO NAJNI: “Weak Toxin
CM-10 de Naja nivea LD,
(P29181); TXW8 NAJNA: “Weak neurotoxin 8” de Naja naja (P29182); TXWW NAJKA: “Weak

= 16 mg/kg IV. (P25680); TXW7 NAJNA: “Weak neurotoxin 7”7 Naja naja,

Tryptophan-Containing Neurotoxin” de Naja naja kaouthia (P82935); TXW9 NAJKA: “Weak Toxin
CM-9A” de Naja naja kaouthia, LD ,, = 82 mg/kg (P25679); WTX1 NAJSP: peptideo maduro de “Weak
Neurotoxin Isoform 17 de Naja sputatrix (042256); WTX3 NAJSP: Peptideo maduro de “Weak
Neurotoxin Isoform 3” de Naja sputatrix (042255); WTX2 NAJSP: Peptideo maduro de “Weak
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Neurotoxin Precursor” de Naja sputatrix (QOW714); WTX4 NAJSP: Peptideo maduro de “Weak
neurotoxin 9 isoform” de Naja sputatrix (QOW7I13); WTX4 NAJINA: Peptideo maduro de “Neurotoxin
NNA4” de Naja naja (QIYGI7); XXX9 NAJAT: Peptideo maduro de “Weak neurotoxin TA-N9”
(NNA2) de Naja atra (Q9YGI4). Homdélogos de neurotoxinas longas 2: NXDP BUNMU: Peptideo

maduro de “0 - Neurotoxin Precursor” de B. multicinctus (012963); NXD2 BUNMU: peptideo maduro de

“Neurotoxin-Like Protein Precursor” de B. multicinctus (Q9YGH9); NXGB BUNMU: Peptideo maduro de

“Y - Bungarotoxin Precursor” de B. multicinctus LD, = 0,15 mg/kg (Q9W796). Homélogos de

50
neurotoxinas 1: CADO BUNCA: “Candoxin” de Bungarus candidus (P81783); NXLH BUNMU: Peptideo
maduro de “Long Neurotoxin Homolog Precursor” de B. multicinctus (P15818); NTL1 BUNMU:

Peptideo maduro de “Neurotoxin-like protein 17 de B. multicinctus (Q9YGI9).

A similaridade com NXH8 foi calculada, segundo as propriedades fisico — quimicas dos aminodcidos
agrupados como: (lle, Leu, Val, Met) (Phe, Trp, Tyr) (Lys, Arg, His) (Asp, Asn, Glu, GIn) (Gly, Ala, Ser, Thr)
(Pro) (Cys). A similaridade foi calculada dividindo o ndmero de posi¢oes alinhadas contendo residuos
sinébnimos divididos pelo o nimero de posi¢des comparadas. Entretanto, o alinhamento foi colorido
segundo uma escala baseada na matriz BLOSUM62. O alinhamento perfaz 79 posi¢oes, levando em

conta os intervalos para inser¢oes e delecoes.

1.4 Filogenias

Os dendrogramas das FIGURAS 08 ¢ 10 foram construidos usando-se os alinhamentos das FIGURAS 07 e
09 no “Phylogeny Inference Package” (PHYLIP 3.57c). As distincias entre as seqiiéncias foram calculadas
pelo PROTDIST com base em uma matriz dos mesmos grupos de propriedades fisico-quimicas dos
aminodcidos tal como citado. A probabilidade de mudanca de categoria desses grupos foi ajustada
usando-se e = 0,55. Os intervalos foram considerados como substitui¢oes. A matriz de distAncias assim
calculada foi entio utilizada no programa KITSCH (método de Fittch-Margoliash com espécies

contemporineas) para construir o dendrograma (FELSENSTEIN, 1989 e 1995).

Para o dendrograma da familia mostrada na FIGURA 08, usou-se como grupo externo a seqiiéncia do
peptideo maduro de Lynx1 (LYNX MOUSE, Mus musculus (QOWVC2), que tem 10 cisteinas que podem
ser alinhadas com as cistefnas de NXH8. As cistefnas s3o responsdveis por quase 16% da similaridade
total e a similaridade de Lynx-1 com as seqiiéncias de serpente alinhadas estd ao redor de 30%. Esta
seqiiéncia foi alinhada, apenas para ser usada na filogenia como grupo externo e portanto, nio ¢

mostrada no alinhamento da FIGURA 07.
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Para o dendrograma da FIGURA 10 usou-se como grupos externos a 0. - Neurotoxina curta - NXS1

LATSE: “Short Neurotoxin 1 - Erabutoxin a” de L. semifasciata, LD ,, = 0.15 mg/kg i.m. (P01435). E as

(50)

o — neurotoxinas longas: NXL1 NAJKA: “Long neurotoxin 1 - o Cobratoxin” de Naja naja kaouthia

LD, = 0.1 mg/kg (P01391) s.c. ¢ a NXLA BUNMU: “alpha neurotoxin 1 - o Bungarotoxin” de B.

50)

multicinctus, LD, =0.3 mg/kg s.c. (P01378).

50)

1.5 Modelo Tridimensional

As figuras dos modelos tridimensionais foram analisadas e montadas utilizando o “Swiss-PdbViewer”

(http://www.expasy.org/spdbv, GUEX & PEITSCH, 1997) e utilizados para fins ilustrativos. O modelo de

NXH8 utilizado (FIGURA 41) foi montado com a ferramenta “SWISS-MODEL”
(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html). A seqiiéncia de NXH8 foi alinhada com os

modelos tridimensionais 1JE9 (Modelo NMR da neurotoxina curta II de Naja Kaouthia), 1NOR
(Modelo de NMR da neurotoxina Il de Naja naja oxiana), 1TXA (Modelo de NMR da neurotoxina
longa - toxina B, Ophiophagus Hannah), 1COD (Modelo de NMR da neurotoxina curta “cobrotoxin” de
Naja naja atra), INEA (Modelo de NMR da Toxina o de Naja oxiana), Modelos 1CTX (Modelo de
cristalografia da neurotoxina longa o - cobratoxina de Naja kaouthia), 1G6M (Modelo de NMR da
neurotoxina longa o - cobratoxina de Naja kaouthia), 1ERA (Modelo de NMR de erabutoxina B de
Laticauda semifasciata), 1QKE (Modelo de cristalografia da erabutoxina a de Laticauda semifasciata),
1F94 (Modelo de cristalografia da Bucandina de Bungarus candidus), 2ABX (Modelo de cristalografia da
o - bungarotoxina de Bungarus multicinctus), 17TGXA (Modelo de cristalografia da cardiotoxina y de

Naja nigricollis) e 1ERG (Modelo de NMR do dominio extracelular solivel da proteina regulatéria do
complemento CD59).

Cada modelo foi utilizado independentemente e em combinagio com outros para gerar o modelo de
NXH8. Os modelos resultantes foram submetidos as ferramentas de validagio de modelos

(http://biotech.embl-heidelberg.de:8400), “PROCHECK” (LASKOWSKI et al., 1993) e “WHAT IF”

(RODRIGUEZ et al., 1998). O melhor modelo resultou do alinhamento de NXH8 com 1F94, 1COD,
1NOR ¢ 1CTX. A probabilidade do modelo de NXH8, gerado usando a combinagio desses quatro
moldes, estar correto ¢ de 0,94. Como controle negativo usou-se 0 modelo de cristalografia do inibidor
da tripsina pancredtica bovina (1BPI), uma pequena proteina rica em pontes dissulfeto nao relacionada
com o padrio estrutural das toxinas de serpente em forma de trés digitos. A probabilidade desse modelo

de NXHB8, gerado com base em 1BPI, estar correto foi menor que 0,5.
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Para gerar as figuras das ilustragoes foram usados os seguintes modelos: erabutoxina a (1QKE); o -
cobratoxina (1CTX); cardiotoxina IV (1KBS); ¥ - bungarotoxina (1KBA); bucandina (1F94); CD59

(1ERG) e Lynx-1. O modelo de Lynx-1 foi gentilmente oferecido pelo Dr. Roberto Sdnchez (Laboratory
of Molecular Biophysics — Rockefeller University).

2 Estratégia de Clonagem, Expressao e Purificacao

2.1 Tipos de Vetores e Primers Utilizados

Os vetores utilizados, suas caracteristicas e fun¢des mais importantes estao indicados na TABELA 03.

2.1.1 pRSETC-nxh8M e pRSETB-SSnxh8

Os vetores da série pRSET (Invitrogen®) sio plasmidios derivados do vetor de clonagem pUC 18/19,
projetados para obtengao de proteinas recombinantes com altos niveis de expressao em Escherichia coli e
facilidade de purificagio em um tnico passo de cromatografia de afinidade. Esses vetores tém um
promotor de T7 e um sitio de ligagao ao ribossomo (SLR) posicionado antes do cédon ATG de
iniciagao de tradug¢ao, uma série de seis cédons para histidina que funcionam como um dominio ligante
de metais na proteina traduzida, uma seqiiéncia do gene 10 do fago T7 estabilizadora do transcrito, uma
seqiiéncia com o sitio de clivagem da enteroquinase e um sitio de clonagem da proteina de interesse

(FIGURA 12 ¢ 13).

O dominio ligante de metal permite a purificagdo da proteina de fusdo por cromatografia de afinidade
2+ y. . , ~

em uma coluna quelante carregada com Ni . O sitio de enteroquinase entre o peptideo de fusio e a

proteina clonada possibilita a retirada da fusdo N - terminal da proteina recombinante purificada. Esses

plasmidios tém ainda um gene de resisténcia a ampicilina, que serve como marca de selegao.

O plasmidio recombinante deve ser amplificado em uma linhagem de E. co/i que ndo contém a RNA
polimerase do fago T7 para prevenir o escape da indugdo e com baixa taxa de recombinagio e
endonucleases. Em geral foram utilizadas linhagens de E. co/if DH500 ou JM109. A expressao pode ser
feita em uma linhagem bacteriana que contenha a RNA polimerase do fago T7 sob o controle de um
promotor indutivel, tal como Lac UV-5, que é induzido na presenga de IPTG. Assim o hospedeiro de

escolha para a expressio foi a E. coli BL21(DE3). Alternativamente se utilizaram as cepas E. coli

BL21(DE3)pLysS e BL21(DE3)SI.
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Os vetores da série pRSET tém um sitio policlonal com diversos sitios para enzimas de restri¢ao (ver
FIGURA 12 e 13). A diferenca entre os plasmidios pRSET a, b e ¢, ¢ a seqiiéncia do sitio policlonal,

permitindo a escolha do vetor na qual a seqiiéncia da proteina fique em fase com o ATG inicial.

Para construir o vetor pRSET B — SSnxh8 digerimos o vetor pPGEM3Zf-nxh8 com as enzimas EcoR I e
Pst I. O inserto purificado foi subclonado direcionalmente em fase no vetor pRSET B nos mesmos

sitios de restri¢ao. O inserto contém toda a regido codificante para o precursor de NXH8. (FIGURA 12)

Para construir o vetor pRSET C — nxh8M amplificamos por PCR o vetor pGEM3Zf-nxh8. A FIGURA
13 mostra a estratégia de clonagem de pRSETC-nxh8M. Usamos um oligonucleotideo como primer 5°
hibridizando para a regiao inicial do peptideo maduro de NXH8. Esse oligonucleotideo insere um sitio

de BamH I na terminagio 5’:

BamH I
5 GGG ATC CTT GAA TGT AAG ATA TGC AAC TTC 3

seqiiéncia para a regido 72 a 92 de nxh8

O outro primer foi o M13/pUC universal reverso que hibridiza na seqiiéncia N - terminal da f -

galactosidase do vetor pPGEM3ZF(+):

5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’

O produto da amplificagao por PCR digerido por BamH I pode entrar na dire¢do direta ou reversa
quando ligado ao vetor pRSET C. Para selecionar o plasmidio contendo o inserto corretamente

orientado utilizou-se andlise de restri¢ao com a enzima Xba I (ver FIGURA 13).

O vetor pRSET C - nxh8M expressa o peptideo maduro de NXH8 em fusdo com a cauda de histidinas o
que permite a purificagio em Ni” - Sepharose. O sitio de clivagem permite que se utilize a enzima
enteroquinase, liberando a cauda de poli-histidina e NXH8 acrescido de quatro residuos aminodcidos na
regiao N — terminal (Asp-Arg-Trp-lle-NXH8). A fusio expressa por pRSETC-nxh8M, na forma de

corpusculos de inclusao foi denominada rNXH8.
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2.1.2 pCP-NXH8
O vetor pCP foi gentilmente cedido pelo laboratério do Professor André Ménez, CEA, Franca. Este

vetor também possui um promotor de T7. O promotor estd posicionado imediatamente antes da

seqiiéncia dos dominios ZZ sintéticos da proteina A de Staphylococcus aureus, responséveis pela ligagao
dessa proteina a por¢ao Fc da molécula de IgG. Logo em seguida temos o sitio policlonal que possui os

sitios de diferentes enzimas de restri¢do, como mostra a FIGURA 19. O pCP tem ainda um gene de
resisténcia a ampicilina. A presenca dos dominios ZZ permite a purificagao dessa proteina de fusio por
cromatografia em coluna de IgG - Sepharose. A expressio dd-se da mesma forma que nos vetores
pRSET. O plasmidio recombinante é transformado em uma bactéria E. co/i que tem em seu genoma o
gene da RNA polimerase do fago T7 sob o controle de um promotor indutivel, como Lac UV-5, que ¢

induzido na presenga de IPT'G. O hospedeiro de expressao de escolha foi a E. coli BL21(DE3).

Para construir o vetor pCP-NXHS, parte da seqiiéncia codificante para o peptideo maduro de NXH8 foi
amplificada por PCR e inserida nos sitios Kpn I e BamH I do vetor pCP. Como molde para PCR
utilizamos o vetor pGEM3Zf-nxh8. Um oligonucleotideo contendo um sitio de Kpn I na extremidade
5" e um cédon para metionina na posi¢ao —1 e uma regiao complementar ao inicio dos 21 primeiros

nucleotideos da seqiiéncia que codifica o peptideo maduro NXHB8, foi utilizado como primer 5:

Kpn 1 .
5" TCG GTA CCC ATG TTG GAA TGT AAG ATA TGC AAC 37

M seqiiéncia para nxh8 (69 a 89)

Essa metionina separa NXH8 da fusao com ZZ e permite a clivagem por Brometo de Cianogénio
(CNBr). Uma vez que a seqiiéncia madura de NXH8 nao contém metioninas, a fusao pode ser clivada
por CNBr liberando uma toxina idéntica a nativa encontrada no limen da glindula de veneno da

serpente. O outro primer utilizado na reag¢ao de amplificacio foi o M13/pUC universal reverso que
hibridiza na seqiiéncia N - terminal da B - galactosidase do vetor pPGEM3ZF(+):

5 CAGGAAACAGCTATGAC 3

A proteina de fusao recombinante ¢ expressa no citoplasma da bactéria na forma soltvel por pCP-

NXHS foi denominada rZZNXHS.
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2.1.3 pEZZ-NXH8

O vetor pEZZ (Pharmacia ®) é um vetor para expressio e secre¢ao de proteinas que podem ser
purificadas por afinidade a IgG Sepharose 6FF. O vetor codifica a seqiiéncia sinal da proteina A e dois
dominios sintéticos “Z” baseados no dominio “B” de ligacao as IgGs da proteina A. Proteinas em fusio
com ZZ sdo entdo secretadas no meio de cultura sob dire¢ao da seqiiéncia sinal da proteina A. O
dominio ZZ de 14 kDa tem caracteristicas peculiares que pouco interferem na renaturagao do seu
parceiro de fusao. O promotor da proteina A que controla a secre¢ao nio ¢ induzivel. Alguns elementos
da proteina A fornecem o cédon iniciador ATG e o sitio de ligagao ao ribossomo. O cédon de

terminagao tem de ser inserido pelo inserto. O plasmidio ainda confere resisténcia a ampicilina.

Para construir o vetor pEZZ-NXHS8 inserimos a regido codificante do peptideo maduro de NXH8 nos
sitios BamH I e Kpn I do vetor pEZZ18. Para isto, simplesmente digerimos o vetor pCP-NXH8 com as
mesmas enzimas e o inserto purificado foi inserido no pEZZ18. O inserto carreia a metionina -1 de
separa¢ao de NXH8 na fusio com ZZ e o stop céddon préprio. O vetor pEZZ-NXHS e a estratégia de

clonagem sao mostrados na FIGURA 26.

2.1.4 pRSETB-ZZNXH8
Para construir, o vetor pRSETB-ZZNXHS8 amplificamos o vetor pCP-NXHS8 por PCR. O produto da

reacao purificado foi digerido com BamH I e clonado no vetor pRSET B digerido no mesmo sitio com

suas extremidades desfosforiladas. O primer de amplificagao direto foi:

BamH I
5°G ACG GAT CCG CAT ATG CCG CAA CAC GAT GAA CC3

seqiiéncia para ZZ (regido 1353-1370)

O primer de amplificagao reverso foi:

BamH I
5 CCG GAA TTC TCG AGG ATC CGCG TTT ATT CGA TTC TCA AAC T 3

seqiiéncia para a regido 3’ nio traduzida de nxh8 (460 - 420)

A estratégia de clonagem do vetor pRSET B — ZZNXHS8 pode ser vista na FIGURA 28. O produto da
amplificagdo por PCR digerido com BamH I pode entrar no sentido reverso ou direto ao ser ligado ao
vetor pRSET B. Para selecionar o plasmidio contendo o inserto na orientagao correta foi feita uma

andlise de restri¢do usando-se as enzimas Bgl II, Nde I e Cla I (ver FIGURA 29)
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O vetor pRSET B — ZZNXHS8 expressa a fusao ZZNXH8 com uma cauda de histidinas e expressa a
proteina recombinante soldvel no citoplasma. Essa proteina recombinante foi denominada (His)ZZNXH8
e pode ser purificada tanto por cromatografia de afinidade metdlica em Ni* — Sepharose, quanto em

cromatografia de imunoafinidade. A toxina NXH8 pode ser separada da fusao por clivagem com CNBr.

3 Protocolos de Biologia Molecular

Todos os protocolos padroes de biologia molecular tais como preparo de bactérias competentes, reagoes
de amplificagdo em cadeia da polimerase (PCR), eletroforeses de DNA em géis de agarose, mini -
preparagdes de plasmidios, digestdes com enzimas de restri¢do, preparo e purificagdo de insertos de
DNA, reagdo de desfosforilagao de terminagdes de plasmidios digeridos com enzimas de restrigao,
reagoes de ligacao, e etc. se basearam nos métodos descritos em SAMBROOK et al., 1989 e em AUSUBEL
et al., 1989, observando as especifica¢des dos fabricantes dos reagentes utilizados. Plasmidios, insertos e

produtos de PCR foram também purificados dos géis de agarose utilizando-se o sistema “GeneClean”

(BIO 101 ®)

4 Selecao dos Clones Recombinantes

4.1 Por Tamanho

Para a selegao dos clones contendo os plasmidios recombinantes foi utilizado o método de selegao
rdpido descrito por BEUKEN et al., 1998. Algumas colonias de bactérias transformadas com o produto de
ligagao vetor: inserto foram amplificadas em meio LB liquido com ampicilina num volume de 3 mL
cada durante uma noite, sob agitagdo constante a 37°C. Na manha seguinte, 300 Wl de cada cultura
foram centrifugados por 30 segundos a velocidade méxima (14 krpm) em microcentrifuga e o meio foi
descartado. As amostras foram entio ressuspendidas em 40 UL de tampao de aplicagao (Ficoll Dye) e
acrescentaram-se 14 UL de fenol: cloroférmio 1:1 a cada tubo. Os tubos foram agitados em vortex por 5
a 10 segundos para a lise das células e centrifugados por 3 minutos para separagao das fases orginica e
aquosa. Foram aplicados 40 UL da fase aquosa de cada amostra em um gel de agarose 1,2% sem
brometo de etidio. Nesse mesmo gel foi aplicado uma amostra de DNA do respectivo plasmidio
parental nio recombinante nio digerido, além de um padrio de DNA A/ Hind III. Depois da
eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio e as amostras foram visualizadas em

transiluminador UV. Os DNAs das amostras cujas massas moleculares aparentes eram nitidamente
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maiores que o tamanho do vetor vazio (nao recombinante) tiveram seu DNA plasmidial purificado com

o kit Nucleon Mip (Amersham) a partir da prépria cultura inicial.

4.2 Por Analise de Restricao

Os possiveis plasmidios recombinantes selecionados por tamanho foram analisados com enzimas de
restri¢ao capazes de identificar a presenga do inserto de NXH8 e novamente analisados em gel de agarose

a 1%. Os plasmidios digeridos foram aplicados em gel de agarose 1% e visualizados em transiluminador

UV.

As amostras digeridas que apresentavam um inserto do tamanho esperado e de acordo com o mapa de
restri¢ao foram amplificadas novamente em bactérias DH50 e 0 DNA plasmidial foi purificado com o
kit Nucleon Mip (Amersham). Alternativamente os plasmidios recombinantes foram obtidos de culturas
saturadas reamplificadas e entdo tratadas pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Os
plasmidios purificados foram digeridos com as enzimas de restrigio usadas em cada clonagem e demais

enzimas mostradas na estratégia de clonagem de cada vetor.

5 Seqiienciamento

Os plasmidios recombinantes pRSETC-nxh8M; pCP-NXHS8; pEZZ-NXH8 e pRSETB-ZZHNXHS

foram amplificados em bactérias E. coli da linhagem DH50 e purificados com o kit Nucleon Mip
(Amersham). Precipitou-se 0 DNA plasmidial com 2 volumes de etanol e 0,1 volume de acetato de
sédio, pH 5,2. Esse DNA foi seco e ressuspendido em dgua para uma concentragao de 200 ng/mL. 400
ng de DNA de cada plasmidio foram seqiienciados em seqiienciador automdtico ABI Prism 377 DNA
Sequencer Perkin Elmer (Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan) pelo método de terminagao de
cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). Usaram-se nos seqiienciamentos a Tag DNA
Polimerase, ANTPs e ddNTPs ABI Prism Big Dye terminator, todos componentes do kit Ready Reaction
Kit (Perkin Elmer). Depois da termociclagem, os produtos de reagao foram separados em gel de
seqiienciamento de DNA de 36 cm de comprimento (4,25% acrilamida: bisacrilamida na propor¢io
19:1 v./v. em TBE e uréia 6 mol/L), montado segundo a especificagao do fabricante, por 6 horas. O
aparelho estd ligado a um sistema de detec¢io que consiste em uma fonte de laser e um detector de
fluorescéncia, localizados na parte inferior do gel de seqiienciamento. Cada ddNTP Big Dye emite uma
fluorescéncia especifica que ¢ captada pelo detector, que por sua vez, envia a informagio a um

computador que automaticamente registra a posi¢ao do nucleotideo no eletroferograma.
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Foram utilizados os seguintes oligonucleotideos para o seqiienciamento completo dos plasmidios
recombinantes: os primers M13/pUC universais e T7 Promoter, ou os préprios primers de clonagem jd

descritos.

6 Expressao e Obtencao das Proteinas Recombinantes

Bactérias E. coli da linhagem BL 21 (DE3) competentes por cloreto de cdlcio foram transformadas com
os plasmidios recombinantes. As bactérias transformadas foram crescidas em meio liquido 2YT com
ampicilina a 37°C, sob agitagao constante até atingirem densidade Sptica a 600 nm entre 0,6 ¢ 1,0. A
expressao do gene recombinante foi induzida pela adi¢gio de 1 mmol/L de IPTG ao meio de cultura.

Amostras da cultura antes da indugio e apds indugio foram recolhidas para andlise em gel de SDS-

PAGE.

A cultura induzida foi centrifugada a 5 000 rpm em centrifuga Sorvall RC 26 Plus, com o rotor SLA -
3000 por 20 minutos a 4°C e o meio foi desprezado. As células foram congeladas a — 80°C até o

momento da purificagdo da proteina recombinante.

6.1 Lise Bacteriana

As culturas de bactérias induzidas foram centrifugadas a 5 000 rpm e ressuspendidas em 1/10 do
volume da cultura em tampao de lise (Tris pH 8 50 mmol/L; NaCl100 mmol/L; EDTA10 mmol/L;
PMSF1mmol/L; 0,1% Triton-X100). As células foram rompidas em prensa hidrdulica (“French Press”) a
21 000 psi. Alternativamente as células foram rompidas por sonicagio de 15 minutos num banho de
gelo, em ciclos de 5 segundos com sonicador para microtip a 60% da poténcia por ciclo. As fragoes de
proteinas soldveis e insoldveis foram separadas por centrifugagio por 20 minutos a 4°C numa

velocidade de 12 000 rpm em centrifuga Sorvall RC 26 Plus e rotor SS-34.

6.2 Choque Osmético

As culturas bacterianas induzidas ou nao por IPTG na O.D. = 0,6 foram incubadas com lisozima

600nm
(100pg/mL) durante 20 minutos sob agitagao branda. A seguir as culturas (-2mL) foram centrifugadas
a 4°C a 5 000 rpm e delicadamente ressuspendidas em um tampao sucrose 20%; Tris pH 8,0 30
mmol/L; PMSF1 mmol/L; EDTA10 mmol/L. O material foi incubado sob agitagio branda por 10

minutos e entdo centrifugado durante 15 minutos a 5 000 rpm a 4 °C. O procedimento foi novamente

repetido. Desprezou-se o sobrenadante e o precipitado foi delicadamente ressuspendido em 100 pl de
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uma solugio gelada de 5 mmol/L KCI e 1 mmol/L EDTA, deixou-se agitando em banho de gelo
durante 15 minutos e centrifugou-se novamente. As amostras de sobrenadante e precipitado foram

recolhidas e misturadas com 5X tampao de aplicagao de SDS-PAGE.

6. 3 Isolamento dos Corpusculos de Inclusao

A proteina expressa em corpusculos de inclusdo pelas culturas de E. co/i BL21(DE3) transformadas por
pRSETC-nxh8M foi isolada apés a lise bacteriana por centrifugagdo a 7 000 rpm durante 15 minutos.
O precipitado sofreu trés lavagens por centrifugagdo e foi ressuspenso em tampao Tris pH 8,0 50
mmol/L; NaCl 100 mmol/L; PMSF 1 mmol/L; EDTA 10 mmol/L; 0,1% Triton X-100; 3 mol/L de
uréia (10ml de tampao/g de precipitado). A seguir, os corpisculos foram lavados 3 vezes no mesmo
tampao sem o Triton X-100. O precipitado foi entdo solubilizado (10mL/g) em um tampao de
solubilizagao uréia 8 mol/L; Tris pH 8,0 50 mmol/L; NaCl 100 mmol/L; BME. 10 mmol/L Deixou-se
homogeneizando por agitacao em “roller” durante 1 hora a temperatura ambiente e o material foi

centrifugado a 12 000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante da solugao uréia 8 mol/L foi reservado.

7 Purificacao e Renaturacao das Proteinas Recombinantes

7.1 Renaturacao de rNXHS8

A proteina recombinante rNXH8 solubilizada em tampao de solubiliza¢io de corpusculos de inclusio
com Uréia 8 mol/L foi diluida na propor¢io 1:200 (v/v) por gotejamento usando uma bomba
peristdltica em um tampao de renaturagio contendo: Tris pH8,0 100 mmol/L; NaCl 150 mmol/L;
cistina Immol/L e cisteina 5 mmol/L (1:5). Alternativamente, utilizou-se glutationa reduzida 2 mmol/L

e oxidada 4 mmol/L (2: 4). A solu¢do foi mantida em agitagio magnética por 10 horas a 14°C. A seguir,

a solugdo foi centrifugada a 12 000 rpm por 15 minutos ou filtrada em 0,22 .

7.2 Purificacao por Afinidade Metalica

As proteinas recombinantes rNXH8 e (His)ZZNXH8 foram purificadas com a utilizagdo de uma resina
carregada com Ni” como descrito por CROWE & HENKO, 1992. Foi acrescentado i resina Chelating
Sepharose (Pharmacia®) 0,5 volume de coluna de NiSO, 300 mmol/L. Apés mistura por inversao, a
resina foi deixada por 5 minutos a temperatura ambiente e decantada. A resina foi lavada 4 vezes com
tampdo de equilibrio 1X (NaCl 300 mmol/L, TrissHCl 50 mmol/L pH 7,9) e armazenada a

temperatura ambiente com dois volumes desse mesmo tampao.

43



7.2.1 Purificacao de rNXHS8

A solugiao de proteina recombinante rNXH8 expressa sobre a forma de corpusculos de inclusdo,
solubilizados e renaturados como descrito anteriormente, foi aplicada a coluna de Ni* — Sepharose (5
mL para cada 100 mL de solugao de proteina). A seguir a coluna foi lavada com 5 volumes de tampao
de lavagem contendo Tris 50 mmol/L pH 6,3; NaCl 100 mmol/L; imidazol 5 mmol/L. O eluato da
coluna foi monitorado nos comprimentos de onda de 420 e/ou 280 nm. Quando se estabeleceu a linha

de base, a coluna foi eluida com 5 volumes de um tampio contendo 250 mmol/L imidazol; 50 mmol/L
Tris pH 8,0; 100 mmol/L NaCl. A seguir, a coluna foi eluida com 100 mmol/L EDTA; 50 mmol/L
Tris pH 8,0; 100 mmol/L NaCl.

Alternativamente rNXH8 foi purificado em condi¢bes desnaturantes. Os corpusculos de inclusao
solubilizados em tampao de uréia 8 mol/L de Tris 50 mmol/L pH 8,0; NaCl 100 mmol/L; BME 1
mmol/L foram aplicados diretamente na coluna de cromatografia em Ni”— Sepharose previamente
equilibrada com um tampao uréia 8 mol/L; NaCl 300 mmol/L; Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,9. A coluna
foi lavada até formar linha de base com um tampao contendo uréia 4 M; Tris 50 mM pH 8,0; NaCl

100 mmol/L; imidazol 5 mmol/L e a seguir, a proteina recombinante foi eluida em um tampao uréia 2

mol/L; imidazol 250 mmol/L; Tris 50 mmol/L pH 8,0; NaCl 100 mmol/L.

7.2.2 Purificacao de (His)ZZNXHS8
A proteina expressa por pRSETB-ZZNXHS8 em E. coli BL21(DE3) obtida no sobrenadante do lisado

da cultura bacteriana foi adsorvida a colunas de Ni*'— Sepharose. A coluna foi, a seguir, lavada com 5
volumes de tampdo de equilibrio 300 mmol/L NaCl; 50 mmol/L Tris pH8,0; 0,1% Tween 20.
Subseqiientemente, a coluna foi lavada com mais 5 volumes de tampao 300 mmol/L NaCl; 50 mmol/L
Tris pH6,3; 20 mmol/L imidazol. A seguir, foi eluida com 50 mmol/L Tris pH5,9; 100 mmol/L NaCl;
250 mmol/L imidazol.

7.3 Dialise
A didlise foi realizada em membranas semipermedveis de 3 500 Da. Foram feitas 4 trocas de 10 volumes

de um tampao PBS 5 mM EDTA durante 48 horas a 4°C. Se a proteina eluida (rNXH8 ou (His)ZZNXH8)

nao estava previamente renaturada, a solugio de proteina era ajustada para uma concentragio de

0,Img/mL em uma solugio de uréia 8 mol/L ¢ BME 10 mmol/L e dializada contra um tampio
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contendo uréia 2 mol/L e glutationa reduzida e oxidada (2: 4 mmol/L). Apés 10 horas de didlise a 4°C,
metade do tampao era substituido por PBS com EDTA 5 mmol/L e assim subseqiientemente em 4

trocas sucessivas.

7.4 Purificacao e Renaturacao de ZZNXH8 em IgG Sepharose

A purificagao da proteina de fusio rZZNXH8 (expressa por pCP-NXHS8) foi realizada segundo o
procedimento descrito por DREVET et al., 1997. A resina IgG - Sepharose “Fast Flow Pharmacia” (5 mL
para cada 100 mL de lisado bacteriano) foi equilibrada com 5 volumes de PBT (tampao fosfato 100
mmol/L pH 8.0, 0,1% Tween - 20). O extrato bacteriano foi adicionado 2 resina e a mistura foi
incubada por 3 horas em “roller” a 4 °C para adsor¢io da proteina. A seguir, a coluna foi montada
numa geladeira e lavada com 2 volumes de tampao acetato de aménio 5 mmol/L pH 5.0. A coluna foi
entdo carregada com 2 volumes do tampao de renaturagio (tampao fosfato 100 mM pH 8,0; EDTA 5
mM; glutationa reduzida glutationa oxidada 2: 4 mmol/L) e deixada no “roller” durante 15 horas a
temperatura ambiente. A coluna foi remontada em geladeira. A coluna foi lavada com PBT até a
absorbAncia atingir uma linha de base. Seguiu-se uma lavagem com acetato de amoénio 5 mmol/L pH
5.0, até a densidade dtica atingir nova linha de base. O monitoramento do processo foi feito através da
leitura de fragoes de 1 mL em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 260 e 280 nm. A elui¢io
foi feita com tampao acetato de aménio pH 3,4 500 mmol/L. As amostras que apresentaram leituras de

absorbincia foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas. Cada amostra foi

ressuspendida em 100 a 200 uL de Tris-HCL 100 mmol/L pH 8,8.

8 Analise das Proteinas Recombinantes

8.1 SDS-PAGE

As amostras de culturas induzidas e/ou nio induzidas, e as amostras de proteinas recombinantes
purificadas foram analisadas em géis unidirecionais desnaturantes de poliacrilamida 15% ou, em alguns
casos, géis de gradiente de 10 a 20% de poliacrilamida com espessura de 1,00 mm segundo o protocolo
descrito por LAEMMLI, 1970. As amostras foram ressuspendidas em tampio de SDS-PAGE 1X, com
BME e fervidas por 3 minutos, imediatamente antes da aplicagao no gel. Depois da eletroforese, os géis
foram corados com Coomassie Blue R250 0,25% dissolvido em metanol50% / 4cido acético10%,

exceto nos géis usados para Western blot.
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8.2 Dosagem de Proteina

Sempre que necessdria a dosagem de proteina, foi feita pelo método descrito por BRADFORD 1976.
Alternativamente a proteina foi quantificada por densitometria dos SDS-PAGE corados por Coomassie
Blue R250 em compara¢io com uma curva padriao de BSA em um densitémetro /D-Image Master Plus

Pharmacia ®.

9 Imunizacao de Camundongos

As proteinas recombinantes rNXH1 e rNXH8 foram usadas para imunizar camundongos fémeas da
linhagem BALB/c de 20g, segundo os protocolos de HARLOW & LANE, 1988. Foram inoculados 10 pg

de cada proteina recombinante em grupos de 10 camundongos. Em outro grupo, 5 lg de cada proteina
recombinante rNXH8 e rNXH1 foram inoculados por animal. A quantificagao das proteinas foi feita pelo
método de Bradford. As proteinas recombinantes foram diluidas em PBS na presenca de 10% de
hidréxido de aluminio. Injegdes de 0,5 mL foram aplicadas subcutineamente. Foi feita sangria dos
animais um ou dois dias antes de cada inoculagiao. No total, foram realizadas 3 inje¢des com um

intervalo de 14 dias entre elas. Os titulos dos soros foram acompanhados por ELISA.

10 Elisa

Os antigenos (proteinas recombinantes rNXH8 e rNXH1) foram diluidos para 1 pg/100 pl em tampao de
sensibilizagdo (tampao carbonato 0,1 mol/L, pH 9,6). Foram adicionados 100 uL de solugio de
antigeno em cada poco em placas de poliestireno para ELISA. Cada placa foi incubada por 2 horas a
37°C e a temperatura ambiente por uma noite. Cada placa foi entao esvaziada e lavada 3 vezes com
tampao de lavagem (5g Tween-20 em um litro de PBS). Para o bloqueio, foram adicionados a cada
poco 200 UL de tampao de lavagem com 10% de leite em pé desnatado MOLICO. Foi feita uma
incubagao de 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas 3 vezes novamente. Os soros de camundongo
foram previamente tratados de forma a retirar anticorpos antibactéria inespecificos (veja a seguir). Foi
feita uma diluigao seriada do soro na placa num volume de 100 UL por pogo, a partir da segunda coluna
(a primeira ficou como controle). Cada placa foi incubada por 2 horas a 37°C. As placas foram

esvaziadas e lavadas 3 vezes com tampao de lavagem.

Foram adicionados 100 UL por pogo de solucio de anticorpo caprino anti — IgG de camundongo
biotinilado diluido em tampao de lavagem com leite MOLICO 10% 1:2 000 (v/v). As placas foram
incubadas por mais 1 hora a 37°C. Repetiram-se as lavagens. Foi acrescentado a cada pogo 100 pL de
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estreptoavidina - peroxidase diluida 1:1 000 (v/v) em tampao de lavagem. As placas foram incubadas

por mais uma hora a 37°C e lavadas novamente. A revelagio foi feita com o-dihidrocloreto de
fenilenodiamina (8 mg de OPD, 20 ml de tampao citrato/ fosfato, 100 pl de dgua oxigenada a 30%).

Para parar a reagdo, foram adicionados 100 pl de H,SO, 4 mol/L. A leitura dos resultados foi feita em

leitor de ELISA Multiskan com filtro de 492 um.

11 Western Blots

11.1 Preparo dos Anticorpos para os Western blots

A remogao dos anticorpos antibactéria E. coli BL21(DE3) presentes nos soros utilizados nos Western
blots e ELISA foi feito segundo o protocolo descrito por GRUBER & ZINGALES,1995. Foi crescida uma
cultura de E. coli da linhagem BL2 1 (DE3) por uma noite a 37°C sob agitagao constante. A cultura foi
separada em 2 frascos com 1 litro cada. Um deles foi autoclavado a 121°C. Foi adicionado ao outro
frasco formaldeido para uma concentragao final de 0,5% e a cultura foi incubada a 37°C por 2 horas
sob agitagao. Depois de esfriar a temperatura ambiente, as duas culturas foram novamente misturadas e
centrifugadas a 5000 g por 10 minutos. O precipitado bacteriano foi lavado 2 vezes com PBS (200 mL)
e novamente ressuspendido em 200 mL de PBS. A cultura foi entao dividida em 8 tubos de centrifuga e

centrifugada novamente. Os tubos foram armazenados a —20°C.

No dia seguinte, os soros foram diluidos 1:50 em PBS contendo 1% BSA. Cada tubo contendo a massa
bacteriana foi previamente descongelado em gelo. O contetido foi ressuspendido em 15 mL de soro
diluido. Os tubos foram incubados por 2 horas a 4°C, sob agitacao suave. Os tubos foram entio

centrifugados e o precipitado foi desprezado. Repetiu-se o ciclo de absor¢ao seqiiencialmente, mais oito

vezes. Ao final, o soro foi filtrado em membrana Millipore 0,22 m e armazenado a —20°C.

11.2 Western Blot de Proteinas Recombinantes

Os Western blots usaram o soro eqiiino anti — elapidico do Instituto Butantan ou soros de
camundongos produzidos contra as proteinas recombinantes rNXH8 e rNXH1. Essas proteinas foram
expressas em E. coli BL21(DE3) transformadas com vetores de expressao baseadas no sistema pRSET e
purificadas por cromatografia em Ni”- Sepharose. De maneira geral, os protocolos de western blot
seguiram o protocolo descrito por AUSUBEL et al, 1989. Os SDS-PAGEs contendo os extratos
bacterianos e proteinas purificadas foram transferidos em sistema semi - seco (Pharmacia®) para uma

membrana de nitrocelulose. O tampado de transferéncia utilizado foi Tris-HCl 0,94 mol/L pH 8,8;
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glicina 0,33 mol/L; SDS 1,5% contendo 10% de metanol. A transferéncia foi feita com uma corrente
de 0,65 mA/cm’ por 45 minutos. A membrana foi corada com Ponceau S 5%, 4cido acético 1% por 5
minutos, lavada com dgua destilada e as posi¢oes das canaletas e do padrao de massa molecular foram
marcadas a ldpis. O bloqueio foi feito com PBS contendo 0,05% de Tween-20 e 5% leite em pé

desnatado MOLICO por uma noite.

Como primeiro anticorpo, usaram-se soros eqiiinos anti - elapidico, ou os soros murinos anti — rNXH8 e
anti — rNXH1, ou o soro preparado em camundongos imunizados com ambos os antigenos
recombinantes: anti — rNXH8/rNXH1, também chamado anti — Mix. Os anticorpos primdrios foram
incubados com as membranas de nitrocelulose por 2 horas numa dilui¢ao de 1:1 000 em PBS 1X,
0,05% Tween-20. Foram feitas 3 lavagens com PBS 1X, 0,05% Tween-20 de 10 minutos cada. O
segundo anticorpo utilizado foi anticorpo de caprino anti — IgG eqiiina ou murina biotinilada (Sigma)
diluido 1:2 000 em PBS/Tween-20. A membrana foi incubada por uma hora com esse anticorpo.
Repetiram-se as lavagens com PBS/Tween-20. Por fim, a membrana foi incubada por uma hora com
Estreptoavidina - peroxidase diluida 1:1000 em PBS/Tween-20. A membrana foi lavada novamente e a
revelagdo foi feita com DAB (9 mL de PBS/Tween-20, 1 mL de cloreto de cobalto, 5 mg de DAB, 10
UL de dgua oxigenada). A reagio foi interrompida descartando-se a solugao de revelacao e lavando-se
com dgua destilada vdrias vezes e seca em papel de filtro. Todo o procedimento foi feito & temperatura

ambiente.

Alternativamente, foi também utilizado estreptoavidina — PALP diluida 1:2 000 no mesmo tampao,
durante uma hora. Para a revelagio se utilizou BCIP (16mg/mL) mais NBT (0,33mg/mL) em tampio
Tris L pH9,5 0,1 mol/; NaCl 0,1 mol/L; MgCl, 50 mmol/L. A revelago foi realizada no escuro por 10
minutos e interrompida com EDTA pH8,0 0,5 mol/L. A membrana foi lavada com dgua vdrias vezes e

seca em papel de filtro Todo o procedimento foi feito a temperatura ambiente.

11.3 Venenos e Anticorpos

Todos os venenos foram obtidos do Instituto Butantan (Sio Paulo), com excecio dos venenos de
Micrurus frontalis, Micrurus surinamensis, Micrurus carinicauda dumerilli, Dendroaspis angusticeps,
Notechis scutatus scutatus e Bungarus multicinctus, que foram adquiridos comercialmente (Sigma). Os
anti — imunoconjugados e a cardiotoxina de Naja naja kaouthia usados também foram obtidos
comercialmente (Sigma). Os anticorpos contra os venenos de Micrurus corallinus, Micrurus frontalis e
Micrurus spixii foram precipitados por dcido caprilico (DOS SANTOS et al., 1989) seguida de filtra¢io
tangencial (cut off 30 kDa) e purificados por cromatografia de troca idnica (CORTHIER et al., 1984),

48



gentilmente cedidos por Marco Antdnio Stephano (Se¢ao de Processamento de Plasmas Hiperimunes,
Instituto Butantan). O soro eqiiino anti — elapidico do Instituto Butantan foi preparado conforme RAW
et al. 1991. Todos os soros tiveram os anticorpos anti — E. coli removidos segundo o método de

GRUBER & ZINGALES,1995.

11.4 Western blots dos Painéis de Venenos

Foram preparados géis de SDS-PAGE com um gradiente de 10 a 20% de poliacrilamida, onde foram
aplicados 20 pg de cada veneno por canaleta. Cada gel foi entao transferido em sistema semi - seco
(Pharmacia®) para uma membrana de nitrocelulose. O tampao de transferéncia utilizado foi tris-glicina
contendo 10% metanol. A transferéncia foi feita a 0,65 mA/cm’ por 45 minutos. A membrana foi
corada com Ponceau S 5%, 4cido acético 1% por 5 minutos, lavada com dgua destilada e as posigoes das
canaletas e do padrio de massa molecular foram marcadas a ldpis. O bloqueio foi feito com PBS

contendo 0,05% Tween-20 e 5% leite em pé desnatado MOLICO por uma noite.

Na manha seguinte, foi adicionado o anticorpo primdrio numa dilui¢do especifica para cada soro
utilizado. O soro anti — Micrurus frontalis foi utilizado na dilui¢ao 1: 5 000 (v/v), o soro anti — M. spixii
foi utilizado em uma diluigao 1:1 000 (v/v). O soro anti — M. corallinus, anti — rNXH8 e anti — rNXH1
foram utilizados na dilui¢ao 1:500 (v/v). A membrana foi incubada com 0,1 mL/cm de soro diluido em
PBS contendo 0,05% de Tween-20 por 2 horas. A membrana foi entdo lavada 3 vezes com o tampio
com leite (0 mesmo utilizado no bloqueio) por 10-15 minutos/lavagem e 1 vez com PBS/Tween-20
sem leite rapidamente. A membrana foi incubada entao por 1 hora com o segundo anticorpo: soro
caprino anti — IgG eqiiina ou anti — IgG murina conjugado com peroxidase. Repetiram-se as lavagens
descritas anteriormente. A revelagio foi feita com diaminobenzidina (20 mg de DAB, 36 ml de tampao
PBS/Tween-20, 4 mL cloreto de cobalto 0,3% e 40 UL de dgua oxigenada). Para interromper a
revelagdo, foi descartada a solugao e adicionada dgua destilada. A membrana foi lavada com dgua vdrias

vezes e seca em papel de filtro. Todo o procedimento foi feito a temperatura ambiente.

12 Ensaios de Ligacao em Receptores Nicotinicos de Musculo de Ratos
Neonatos

Os experimentos de liga¢do ao receptor nicotinico foram feitos em colaboragio com a Dr.2. Leticia Veras
Costa Lotufo no Laboratério da Profe. Dra. Regina Pekelmann Markus do Departamento de Fisiologia

do Instituto de Biociéncias da USP.

49



12.1 Preparo das Vesiculas

A partir de uma cultura primdria de células de musculo esquelético de ratos neonatos, as células foram
raspadas, centrifugadas a 12 000 rpm e lavadas com Tris 20 mmol/L pH7,4 contendo 10 mmol/L
EDTA para retirar o meio de cultura. As células foram entio homogeneizadas em “porter”,
centrifugadas, lavadas mais uma vez para retirar os componentes citosélicos soltveis e ressuspendidas no
tampao de ligacao (Tris-HCI 20 mmol/L pH7,4 contendo EDTA 0,1 mmol/L). As vesiculas foram
armazenadas a —70°C até o momento do uso. A dosagem de proteinas das vesiculas foi feita pelo

método de Bradford.

12.2 Ensaios de Ligacao

Os ensaios de ligagao ao receptor de acetilcolina foram realizados para um volume final de 100 pL.
Dependendo de cada ensaio, o volume foi ajustado variando-se a quantidade de tampao de ligacao
(Tabela 4). Cada tubo em triplicata, continha 10 UL de solugao 10X BSA (Albumina Bovina 2mg/mlL)
e 20 UL de membranas de culturas primdrias de células musculares esqueléticas de ratos neonatos (25 g
de proteinas totais). Um volume de um determinado ligante (0,05; 0,5 e 5ug de veneno ou soro mais
veneno); um volume ajustado de tampio de ligagdo (g4.5.p 90 UL) e apSs 1 hora de incubagio sob
agitagio branda 2 temperatura ambiente, acrescentaram-se 10 L de I - o - bungarotoxina (10*
mol/L). Seguiu-se incubando por mais uma hora a temperatura ambiente, sob agitagao branda. A
concentragio final de I - o - bungarotoxina no ensaio foi de 10” mol/L. Os tubos foram entio
centrifugados a 18 krpm em microcentrifuga por 10 minutos e os sobrenadantes foram desprezados. As
membranas foram ressuspendidas em tampao de ligagio e lavadas novamente por trés vezes. O

precipitado final foi ressuspendido em dgua e adicionado a liquido de cintilagao e a radioatividade foi

estimada através do uso de um contador de cintilagao.

O veneno de M. corallinus foi diluido para concentra¢des de 0,05; 0,5 e 5 pg/5SUL. Foram preparados
tubos em triplicata contendo as membranas e o tampao 10X BSA e 55 pL de tampio de ligagao.
Acrescentaram-se 5 UL de cada dilui¢io do veneno. Os tubos foram incubados por 1 hora 4 temperatura
ambiente, sob agitagio branda. Cada tubo tinha concentra¢des de veneno de 0,05; 0,5 e 5|ug de veneno
por 100 UL de ensaio de ligagio. Apds 1 hora de incubagdo sob agitagio branda a temperatura

I - o - bungarotoxina (10” mol/L). Seguiu-se incubando por mais

ambiente, acrescentou-se 10 uL de
uma hora a temperatura ambiente, sob agitacio branda. O ensaio seguiu segundo o procedimento ji

descrito.
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O veneno de M. corallinus foi neutralizado com soros de camundongo imunizados com as proteinas
recombinante rNXH1 (anti — rNXH1), rNXH8 (anti — rNXH8) e rNXH8/rNXH1 (anti — Mix). 3,0 UL de
veneno (Stock a 10 ng/uL) foram diluidos em 57 UL de soro. Apés homogeneizagio, 6 Ul da mistura
foram diluidos em mais 54 UL de soro e a seguir 6 UL dessa mistura foram diluidos em mais 54 UL de
soro. Formando 3 dilui¢oes seriadas, respectivamente contendo: 0,5ug/UL; 0,05ug/uL e 0,005ug/UL de
veneno neutralizado com cada soro contra as protefnas recombinantes. As misturas soros/venenos foram
incubadas por 15 minutos. Entao 10 UL de cada neutralizagdo foram acrescentadas a triplicatas de
tubos contendo 10 UL de tampao 10X BSA; 20 puL de 20 pL de membranas musculares (25 ng de
proteina total); 50 UL de 1X tampao de ligacao. Cada triplicata continha respectivamente 5ug; 0,5ug e

0,05ug de veneno neutralizado com soro em ensaios de 100 L. Os tubos foram incubados por 1 hora a

temperatura ambiente, sob agitagdo branda.

.. . 125 . 8 . .
Por fim, foram adicionados a todos os ensaios, 10 UL de ~I-0- bungarotoxina 10” mol/L. Foi feita
nova incubagio de uma hora a temperatura ambiente e sob lenta agitagao. A seguir, as membranas
foram centrifugadas e lavadas, como descrito anteriormente. A radiatividade foi lida em um contador de

cintilagoes.

Como controles positivos da ligagio da "I - o - bungarotoxina foram utilizados triplicatas de tubos
contendo 10 UL de 10X BSA (Albumina Bovina 2mg/mL), mais 20 uL de membranas de células
musculares esqueléticas da cultura primdria (25 tg de proteina total), mais 60 UL de tampao de ligagao
e 10 uL de "I - o - bungarotoxina (10™ mol/L) incubada por uma hora a temperatura ambiente, sob

agitagio branda, perfazendo um volume total de 100 UL de ensaio com 10” mol/L de ™I - o -

bungarotoxina.

Como controle negativo foram utilizados tubos em triplicata contendo 10 UL de tampao 10X BSA, 20

UL de vesiculas musculares, 50 UL de tampao de ligagao, 10 UL de nicotina (10" mol/L) incubada por
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uma hora, sob agitagao branda. Ao final, acrescentou-se 10 UL de I - o - bungarotoxina (10° mol/L)
incubada por mais uma hora a temperatura ambiente, sob agitagio branda. Perfazendo um volume total

de 100 pL de ensaio com 10 mol/L de nicotina.

Em outro controle, foram utilizados tubos em triplicata contendo 10 UL de tampao 10X BSA, 20 puL de

membranas musculares (25 g de proteina total), 50 UL de tampao de ligacao, 10 UL de soro anti —
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rNXH8/NXH1 (anti — Mix) em uma incuba¢do de 1 hora, sob agitagio branda, apés a qual,
acrescentaram-se 10 UL de I - o - bungarotoxina (10® mol/L) e incubou-se por mais uma hora 2

temperatura ambiente.
7 . ~ 25 . - .
Apés a incubagio final com i bungarotoxina, os tubos foram entio centrifugados e tratados da

maneira anteriormente descrita para os demais ensaios. A radioatividade foi estimada através do uso do

mesmo contador de cintilagio. O experimento pode ser observado esquematicamente na Tabela 4.
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RESULTADOS

O Clone nxh8 Codifica um Precursor de uma Toxina em Trés Digitos

A seqiiéncia do clone 7xh8 foi caracterizada a partir de uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno
de Micrurus corallinus (HO et al., 1995) (FIGURA 05). O cDNA de nxA8 é constituido de uma regiago 5’
ndo traduzida curta (01 a 05 pb), seguido por uma seqiiéncia codificante para um precursor de 86
aminodcidos (06 a 263 pb). Essa regiao contém uma seqiiéncia codificante para um peptideo sinal de 21
aminodcidos (06 a 68 pb) e para um peptideo maduro de 65 residuos aminodcidos (69 a 263 pb). A
massa molecular teérica desse peptideo ¢ de 7 839 Da e o pl 8,39. Segue-se um cédon de terminagio
(264 a 266 pb) e uma longa regido 3" nao traduzida (264 a 471). Um sinal de poliadenilagao pode ser
identificado antes da cauda poli A". Esta organizagio do cDNA é similar 2 descrita para o precursor da
erabutoxina a de Laticauda semifasciata (NXS1 LATSE - TAMIYA et al., 1985) e para outros precursores de
proteinas da familia de toxinas em trés digitos (DANSE et al., 1990; ROWAN et al., 1990; QIAN et al.,
1998a e 1998b; AFIFIYAN et al., 1998 e 1999; TAMYIA et al., 1999; GONG et al., 1999 e 2000).

O clone codifica para um precursor denominado NXH8 MICCO (“Micrurus corallinus - Neurotoxin
homologue 8” AJ344067). A seqiiéncia de aminodcidos do precursor foi submetida a uma comparagio
com bancos de dados de seqiiéncias de proteinas (por exemplo: SWISSPROT) usando o programa BLAST
- Basic Local Alignment Search Tool (http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/blast20 parser.pl; ALTSCHUL et

al., 1997) e apresentou grande similaridade com as toxinas de serpentes elapidicas pertencentes a familia
das toxinas em trés digitos. As dez seqiiéncias com escore de semelhan¢a mais alto s3o mostradas na
TABELA 01. As seqiiéncias mostradas nessa tabela sio classificadas como homdlogos de neurotoxinas
longas de serpentes do género Bungarus, neurotoxinas fracas de serpentes do género Naja e O -

neurotoxinas curtas de serpentes do género Naja e Hidrofinideos .

A seqiiéncia do precursor foi analisada no SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (FIGURA

06). O ponto de clivagem foi predito, mostrando que existe um peptideo sinal de 21 aminodcidos de
cardter hidrofébico, seguido pelo peptideo maduro de 65 aminodcidos. O peptideo sinal de NXH8,
também pode ser determinado por simples compara¢ao com precursores e formas maduras de toxinas
similares. No destaque da FIGURA 06, sao mostrados alguns desses peptideos sinais alinhados com o de
NXH8: NXHL BUNMU (Homdlogo de Neurotoxina Longa de Bungarus multicinctus); NXS1 LATSE

(Precursor da Neurotoxina Curta 1, erabutoxina a de Laticauda semifasciata,); TXW1 NAJAT (Precursor

da Neurotoxina Fraca 1 de Naja atra); NXL1 BUNMU (Precursor da Neurotoxina Longa 1, x-
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bungarotoxina de Bungarus multicinctus) e TSYL DENAN (Precursor da Toxina Sinergistica de

Dendroaspis angusticeps).

Podemos observar na FIGURA 06, que o peptideo sinal de NXH8 obedece as caracteristicas de um
peptideo sinal de eucariotos (VON HEIJNE, 1983). Uma regido n de dois a cinco residuos (dois neste
caso) apds a metionina sendo um deles carregados positivamente. Se o alfa aminodcido for incluido a
carga liquida é +2. Uma regido h composta de sete a quinze residuos (treze neste caso) de cardter
bastante hidrofébico, composto principalmente por leucina e valina. E uma regidao ¢ de cinco
aminodcidos que definem o fim do peptideo sinal. O sitio de clivagem pela peptidase sinal ¢ definido
pelos residuos da posi¢ao —1 e —3. Na posi¢ao —1 sio comuns os residuos Gly, Ala, Ser, Cys ou Thr. O
peptideo sinal de NXH8 apresenta treonina na posi¢io —1. A posi¢io -3 nio pode ter residuos aromdticos
(Phe, His, Tyr, Trp), nem carregados (Asp, Glu, Lys, Arg) e também nio podem ocorrer residuos
polares grandes (Asn, Gln). A posi¢dao —3 do peptideo sinal de NXH8 apresenta uma glicina.

Os peptideos sinais desta familia de toxinas dirigem a secre¢io da toxina madura para o ldmem da
glandula de veneno e sio extremamente conservados. Por essa razio, foi feita a mesma comparagio com
o banco de dados, utilizando apenas a seqiiéncia do peptideo maduro NXH8 MICCO. O resultado foi um
pouco diferente e as dez seqiiéncias mais similares sio mostradas na TABELA 02. Neste caso, as

seqiiéncias mais freqiientes foram apenas os homdlogos das o - neurotoxinas longas dos venenos de

Bungarus e as 0. - neurotoxinas longas e curtas de diversos elapideos africanos, australianos e asidticos.

NXH8 tem Dez Cisteinas que podem Formar Cinco Pontes Dissulfeto

Alinhamento de NXH8 com a Familia de Toxinas em Trés Digitos

Outras seqiiéncias similares a 7xh8, denominadas nxh1, nxh3 e nxh7 foram identificadas na mesma
biblioteca da glindula de veneno de M. corallinus. Estas seqiiéncias, também tém similaridade com a
familia de toxinas de serpentes com estrutura em trés digitos. As seqiiéncias de aminodcidos de NXH1,
NXH3 e NXH7 diferem entre si, apenas por 2 aminodcidos e provavelmente sio isoformas da mesma
toxina (HO et al., 1995; SILVEIRA DE OLIVEIRA, 2000; SILVEIRA DE OLIVEIRA et al., 2000). Com relagﬁo a
essas seqiiéncias de M. corallinus (NXH1, NXH3 e NXH7), NXH8 compartilha apenas 42% de similaridade.
NXH8 tem 65 aminodcidos enquanto que NXH1 tem apenas 57 residuos. Na FIGURA 07, NXH1 estd

indicado em azul e NXH8 em vermelho.
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Para identificar a qual subclasse da familia de toxinas NXH8 seria relacionada, diversas seqiiéncias
escolhidas no SWISS-PROT/TREMBL apds uma busca utilizando o programa PSI-BLAST (Position specific
iterative BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), foram cuidadosamente alinhadas com NXH8 ¢
NXH1 (ver FIGURA 07), utilizando-se o programa MACAW - Multiple Alignement Construction and
Analysis Workbench (SCHULER et al., 1993). Foram escolhidos alguns representantes de cada tipo de
toxinas elapidicas em trés digitos. Assim NXH8 foi alinhado com cardiotoxinas, bloqueadores de canais
de cdlcio tipo L, inibidores da agregacio plaquetdria, fasciculinas ou anticolinesterases, toxinas
sinergisticas, toxinas muscarinicas, toxinas neuronais ou K - neurotoxinas, ¢ - neurotoxinas longas e o -
neurotoxinas curtas. Além dessas, NXH8 foi alinhada com diversos tipos de toxinas de padrao similar
quanto as cinco pontes dissulfeto, denominadas neurotoxinas fracas, homdélogos de neurotoxinas longas

1 e 2; e toxinas tipo Bucandina, uma nova subclasse com agao pré — sindptica (KUHN et al., 2000).

A similaridade com NXH8 foi calculada usando grupos de propriedades fisico — quimicas dos
aminodcidos. O alinhamento perfaz 79 posi¢oes, levando em conta os intervalos para insergoes e
delecoes. Todos os residuos das toxinas alinhadas serdo referidos, daqui para diante, com base nessas

posicoes absolutas do alinhamento da FIGURA 07.

Chama a aten¢io que dos 65 aminodcidos de NXH8, dez sdo cisteinas, correspondendo a 15,4% da
composi¢ao. Por similaridade, estas cisteinas provavelmente formam cinco pontes dissulfeto. NXH8 ¢
facilmente alinhado com as demais toxinas tomando como base oito dessas cisteinas, comuns as cisteinas
das o - neurotoxinas curtas e cardiotoxinas (KARLSON, 1979), formando as quatro pontes dissulfeto
entre as posi¢oes (03-26), (19-47), (51-63) e (64-70). NXH1, assim como todas as toxinas com estrutura
em forma de trés digitos possui essas quatro pontes dissulfeto, de onde emergem as algas formadas por
cinco folhas B - pregueadas antiparalelas representadas na FIGURA 03D. Na FIGURA 07 o padrio
estrutural das pontes dissulfeto ¢ indicado para todos os subtipos e pode ser comparado com os modelos

tridimensionais das toxinas em trés digitos na FIGURA 04A e 04B.

Entretanto, NXH8 tem mais duas cisteinas que formam possivelmente uma ponte dissulfeto entre as
posicoes 06 e 11. Um modelo de NXH8 também ¢ mostrado na FIGURA 04B. Outras toxinas apresentam
cisteinas na mesma posi¢ao. NXH8 compartilha uma similaridade elevada com seqiiéncias de homélogos
das o - neurotoxinas longas de serpentes do género Bungarus, tais como: CADO BUNCA ( “Candoxin”
de Bungarus candidus) e NTL1 BUNMU ( “Neurotoxin like protein” de Bungarus multicinctus), com as
quais compartilha 70% de similaridade e NXLH BUNMU ( “Long Neurotoxin homologue” de B.
multicinctus ), com a qual compartilha 68% de similaridade. A fungio destas toxinas no veneno de

Bungarus permanece desconhecida até o momento. Mas existem indica¢des de que a Candoxina é capaz
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de bloquear a transmissao colinérgica no musculo esquelético de galinhas e de intensificar de maneira
significativa a atividade da acetilcolinesterase no veneno, podendo atuar como uma toxina sinergistica

(NIRTHANAN et al 2001; PARVATHY et al 2001).

As toxinas da FIGURA 07 organizam-se de forma consistente em relagao ao tamanho da cadeia, grau de
similaridade com NXH8 e organizagao das pontes dissulfeto. E possivel identificar que NXH8 tem o mais
alto grau de similaridade com o grupo de homdélogos de Bungarus e com algumas O - neurotoxinas
longas e curtas. NXH8 tem similaridade acima de 60% com: NXL1 ASPSC (Neurotoxina longa 1 - S4C6
de Aspidelaps scutatus, 63%), NXSB NAJAT (Neurotoxina curta B, “Cobrotoxin B> de Naja atra, 64%),
NXS1 NAJOX (Neurotoxina curta 1, “oxiana toxin alpha’ de Naja oxiana, 64%), TXW NAJNA
(Neurotoxina fraca 5 de Naja naja, de 60%). Esta dltima é uma neurotoxina fraca atipica porque tem

62 aminodcidos enquanto a maioria das fracas tem 65 aminodcidos.

Existe uma dnica seqiiéncia completa com fun¢io conhecida em um veneno de outra serpente coral que
por isso foi incluida no alinhamento. E a NXS1 MICNI (Neurotoxina curta 1 “toxin o de Micrurus
nigrocinctus) com quem NXH8 compartilha 58% de similaridade. Algumas o - neurotoxinas curtas e

longas foram incluidas no alinhamento por serem bem conhecidas e utilizadas em intmeros
experimentos de neurofarmacologia. E o caso da erabutoxina a (NXS1 LATSE) e das neurotoxinas longas
o - cobratoxina (NXL1 NAJKA) e o - bungarotoxina (NXLA BUNMU). Com as 0. - neurotoxinas, NXH8
tem similaridade alta, variando entre 57% e 64%. Esta similaridade ¢ principalmente devida as regices
da segunda e terceira al¢a entre as posigoes 19 e 71. Com as demais seqiiéncias, a similaridade ¢ mais

baixa e estd entre 30 a 50%.

Ainda na FIGURA 07, é importante notar que, as toxinas sinergisticas formam dimeros interligados por
uma ponte dissulfeto intercadeia, através da cisteina da posi¢ao 60. Nota-se que nas seqiiéncias TS81
DENAN e TS24 DENJA estdo faltando os trés tltimos residuos C-terminais devido provavelmente a erros

nas seqiiéncias publicadas.

Dendrograma da Familia de Toxinas em Trés Digitos Reflete a Atividade
das Toxinas

Para melhor representar as relages de similaridade entre as seqiiéncias do alinhamento da FIGURA 07,
foi construida uma filogenia usando-se o “Phylogeny Inference Package” (PHYLIP 3.57c - FELSENSTEIN,

1989 e 1995). Como grupo externo foi usada a seqiiéncia do peptideo maduro de Lynx-1 (LYNX

56



MOUSE), um neuromodulador de mamifero relacionado 4 familia de toxinas em trés digitos (MIWA et
al.,, 1999). O modelo tridimensional de Lynx-1 pode ser visto na FIGURA 04B. A razao de se usar esta
seqiiéncia no alinhamento ¢ eliminar o “ruido” de convergéncia representado pelas cisteinas e ressaltar as
possiveis relagoes funcionais entre as demais toxinas. Além disso, Lynx-1 evidencia que as seqiiéncias de

serpente alinhadas apesar da alta diversidade funcional formam um grupo relacionado.

O dendrograma ¢ mostrado na FIGURA 08. Pode-se observar que as toxinas foram agrupadas em grupos
funcionais de acordo com a similaridade do alinhamento e nao pela espécie de serpente a qual pertence
a toxina. O alinhamento reflete as caracteristicas funcionais dessas toxinas. As Ol - neurotoxinas longas e
curtas e as toxinas neuronais formam uma clade com as toxinas homdélogas 1 e 2 de Bungarus e NXH8. O
grupo que NXH8 forma conjuntamente com os homdlogos 1 e 2 relaciona-se com as O - neurotoxinas
com maior grau de afinidade do que as neurotoxinas fracas. J4 NXH1 ¢ agrupada entre os bloqueadores
de canais de cdlcio e as fasciculinas, ainda que o brago longo indique uma alta divergéncia da seqiiéncia.
Além disso, as toxinas sinergfsticas foram corretamente agrupadas segundo sua fungao a despeito do erro
C - terminal. J4 o grupo da bucandina ¢ bastante divergente das demais toxinas de serpente e pouco

relacionada a NXH8 ainda que exiba o mesmo arranjo estrutural de cinco pontes dissulfeto.

As Toxinas com Cinco Pontes Dissulfeto nao sao um Grupo

Homogéneo

As o - neurotoxinas longas e as toxinas neuronais (K - neurotoxinas) tém cinco pontes, mas a ponte
extra estd localizada na extremidade da segunda al¢a e ¢ formada pelas cisteinas 32 e 36 como indicado
nas FIGURAS 07 (Veja também os modelos da FIGURA 04A). NXH8 possui uma possivel ponte dissulfeto
extra formada pelas cisteinas da posi¢io 06 e 11 localizadas na regiio N-terminal da proteina, mais
especificamente na ponta da primeira al¢a. Portanto, tem todas as suas cisteinas nas mesmas posi¢oes
que sio encontradas nas neurotoxinas fracas e nos diversos homdlogos das o - neurotoxinas longas,
inclusive na toxina pré - sindptica Bucandina (BUCA BUNCA, KUHN et al., 2000) e a Candoxina, que
também teve sua estrutura determinada por ressonincia nuclear magnética (CADO BUNCA, PARVATHY

et al 2001). (Veja o alinhamento dessas toxinas e a posi¢ao das pontes dissulfeto na FIGURA 09).

Outras proteinas nao elapidicas apresentam o mesmo arranjo estrutural de cinco pontes dissulfeto como
as xenoninas presentes na pele de sapos (KOLBE et al., 1993; MACLEOD et al., 1998), as proteinas de
mamifero com uma 4ncora GPI, como o j4 citado neuropeptideo Lynx-1 (MIWA et al., 1999), os
receptores da superficie de leucécitos CD59 e Ly-6 (KIEFFER et al., 1994), o mondmero do receptor

para o ativador de plasminogénio do tipo uroquinase - uPAR (PLOUG & ELLIS, 1994) e a proteina
57



expressa em moto-neurdnios colinérgicos, ODR-2 de C. elegans (CHOU et al., 2001). Modelos
tridimensionais que mostram as pontes dissulfeto dessas moléculas estdo representados na FIGURA 04B e

podem ser comparados com NXH8.

Esse arranjo de cinco pontes dissulfeto, com a quinta ponte extra localizada na primeira alga, foi
primeiro descrito para um grupo de toxinas encontradas em serpentes do género Naja, denominadas de
Toxinas do Tipo Melanoleuca ou Neurotoxinas Fracas (TXW/WTX — Weak neurotoxins). As toxinas
foram denominadas fracas devido a baixa toxicidade para roedores quando comparadas com a
toxicidade comumente apresentada pelas O - neurotoxinas. Na legenda da FIGURAS 09/10 sio
apresentadas algumas DL, para essas toxinas. O mesmo padrio de pontes dissulfeto foi encontrado
também em serpentes do género Bungarus e denominadas de homdlogos de neurotoxinas longas
(CARLSSON, 1975; JOUBERT, 1975; JOUBERT & TALJAARD, 1978; JOUBERT & TALJAARD, 1980;

DANSE et al., 1990; SHAFQAT et al., 1991; CHANG & LIN 1997; HUNG et al., 1998; LIN et al., 1998; QIAN
et al., 1998b; AIRD et al., 1999; CHANG et al., 2000a; GONG et al. 2000; , KUHN et al., 2000; PARVATHY et

al 2001; UTKIN et al., 2001a e b). Chama a atengdo que a Y - bungarotoxina (NXGB BUNMU) tem a

DL,, =0,15 mg/kg similar as o - neurotoxinas (AIRD et al., 1999).

As pontes dissulfeto destas toxinas foram determinadas para TXW4 NAJME (CARLSSON, 1975), TXW1
NAJHH (JOUBERT & TALJAARD, 1978), TXWW NAJKA (UTKIN et al., 2001a), CADO BUNCA (PARVATHY
et al 2001) ¢ BUCA BUNCA, (KUHN et al., 2000). Todas possuem o mesmo arranjo de cinco pontes
dissulfeto. Por similaridade é razodvel supor que NXH8 e as demais toxinas correlatas formem a mesma

ponte (FIGURA 09).

Alinhamento das Toxinas com Ponte Dissulfeto na Primeira Alca

Na FIGURA 09, as seqiiéncias conhecidas com esse padrio de pontes dissulfeto foram alinhadas com

NXH8, utilizando o programa MACAW. A similaridade foi calculada da mesma maneira, que no
alinhamento anterior. O posicionamento dos residuos corresponde as posi¢oes da FIGURA 07, razao pela
qual o intervalo da posi¢dao 67 foi mantido. O ndmero de aminodcidos em cada toxina estd indicado e

varia de 62 a 68.

Dendrograma das Toxinas com Ponte Dissulfeto na Primeira Alca

Para representar as inter-relagdes das toxinas alinhadas na FIGURA 09 foi montada uma filogenia

mostrada na FIGURA 10. Para avaliar a relagiao dessas seqiiéncias com as O - neurotoxinas longas0,
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utilizaram-se para calcular as matrizes de distincia, duas O - neurotoxinas longas: Ol - cobratoxina
(neurotoxina longa 1 de Naja kaouthia - NXL1 NAKA) e o - bungarotoxina (alfa neurotoxina longa de

Bungarus multicinctus NXLA BUNMU). Foi também adicionado ao alinhamento uma o - neurotoxina

curta: erabutoxina a (neurotoxina curta 1 de Laticauda semifasciata NXS1 LATSE).

O dendrograma da FIGURA 10 mostra que podem ser distinguidos quatro grupos de toxinas com a
quinta ponte na primeira alga. Os homdélogos de neurotoxinas longas presentes no veneno Bungarus e
que denominamos grupo Bungarus tipo 1 sdo os mais préximos de NXH8, cuja similaridade estd perto de
70%. Outros homdlogos de neurotoxinas longas constituem o grupo Bungarus tipo 2, cuja similaridade
estd ao redor de 50%. Este grupo de Bungarus tipo 2 inclui a ¥ - bungarotoxina (NXGB BUNMU) e
outras seqiiéncias correlatas das serpentes do género Bungarus. J4 as Neurotoxinas fracas, cuja
similaridade com NXH8 varia de 60% a 42%, pertencem as serpentes do género Naja e formam um
grupo distinto. E por fim, a Bucandina (B. candidus) e TX64 DENJA (Dendroaspis jamesoni) formam um
grupo em separado que apesar de terem o mesmo padrio de pontes dissulfeto apresentam alta

divergéncia com as demais toxinas alinhadas.

As toxinas com a quinta ponte dissulfeto na al¢a N-terminal estao mais estreitamente relacionadas as o -
neurotoxinas longas que com as O - neurotoxinas curtas. Entretanto, subdividem-se em 3 grandes
grupos, sendo que os homdlogos encontrados em Bungarus ¢ NXH8 formam um grupo aliado as o -

neurotoxinas longas. As neurotoxinas fracas formam outra clade mais divergente. J4 Bucandina e TX64

formam outro grupo distinto. Neste dendrograma, NXH8 tem um brago longo que a aproxima mais do

ancestral das o - neurotoxinas longas.

Dentro das neurotoxinas fracas é possivel distinguir pelo menos dois subtipos relativos a posi¢ao 31 do
alinhamento. Note-se ainda que seqiiéncias de uma mesma espécie podem ser mais similares as
seqiiéncias encontradas em venenos de outras espécies, refletindo a organizagao estrutural com possiveis

implicagoes funcionais.

Vetores para a Expressao de NXH8 em E. coli

Foram construidos cinco tipos de plasmidios recombinantes para a expressaio de NXH8 em E. coli. As
construgdes estio resumidas na TABELA 03. O cDNA de nxh8 estava clonado em pGEM3Zf(+)
(Promega ®) no sitio de Hinc II em orientagdo reversa em relagio ao promotor de T7, formando o

plasmidio denominado pGEM3Zf-nxh8, representado na FIGURA 11. Foi este cDNA que serviu de
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molde para as construgdes subseqiientes. Cada construgao e os resultados da expressao e purificagao da

proteina recombinante resultante serao tratados a seguir.

Somente o Peptideo Maduro de nxh8 é Expresso

Os vetores pRSETB-SSnxh8 e pRSETC-nxh8M

O cDNA nxh8 foi utilizado em duas constru¢des no vetor pRSET (Invitrogen ® ). O sistema pRSET ¢
um sistema de alta expressio, sob o controle do promotor do fago T7. Seu sitio de ligagio aos
ribossomos (SLR) ¢ altamente eficiente e possui um sitio de terminagao igualmente forte. O lisdgeno de
E. coli BL21(DE3) expressa a RNA polimerase do fago T7 sob o controle do promotor LacUV5
indutivel por IPTG e é o hospedeiro de escolha para expressar o vetor pRSET (STUDIER & MOFAT,
1986). O vetor expressa proteinas recombinantes em fusao com um epitopo da proteina do capsideo
viral (gene 10) ligada a uma cauda de seis histidinas N-terminais. Essa cauda permite a purificagao por

cromatografia de afinidade em Ni”-Sepharose.

A seqiiéncia inteira de 7xh8 foi retirada do vetor pGEM3Zf-nxh8 por digestaio com as enzimas de
restri¢ao EcoR I e Pst I e inserida em fase nos sitios de EcoR I e Pst I do vetor pRSET-B, originando o
vetor de expressao pRSETB-SSnxh8 (FIGURA 12). Os clones recombinantes foram selecionados por
tamanho e andlise de restrigao. Este vetor foi utilizado para transformar E. coli BL21(DE3) para a
expressao do precursor de NXH8 apéds indu¢io com IPTG. A massa molecular teérica da proteina de
fusdo expressa por pRSETB-SSnxh8 seria de 13 661 Da, correspondendo a fusio com as caudas de
histidina mais o precursor de NXH8. A proteina recombinante poderia ser liberada da cauda N-terminal

por clivagem em um sitio especifico para a enteroquinase.

Paralelamente, usando o vetor pGEM3Zf-nxh8 como molde, a seqiiéncia do peptideo maduro NXH8 foi
amplificada por PCR. Utilizaram-se como primer 3> o M13/pUC universal, que hibridiza em uma
regido do promotor T7/B - gal do vetor pGEM3Zf(+) e um oligonucleotideo 5 que insere um sitio de
BamH I 5° terminal e hibridiza na regiao 72 a 92 de nxh8, desta forma apenas a regiao do peptideo

maduro é amplificada e o peptideo sinal ¢ excluido.

O produto da reagao foi purificado e digerido com BamH I e clonado no vetor pRSET C desfosforilado
no mesmo sitio. O inserto poderia estar orientado em relagao ao promotor de forma direta ou reversa
(FIGURA 13). O vetor pRSETC-nxh8M com o inserto na orientagao correta foi selecionado apés andlise

de restri¢ao com a enzima Xba I. A proteina de fusio expressa por pRSETC-nxh8M teria uma massa
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molecular tedrica de cerca de 11 339 Da. Essa proteina de fusdo poderia ser clivada pela enteroquinase,
liberando uma toxina recombinante que iria possuir quatro aminodcidos N - terminais extras, além da

seqiiéncia de NXH8 (DRWI-NXH8).

Bactérias E. coli BL21(DE3) foram transformadas com os vetores pRSETB-SSnxh8 e pRSETC-nxh8M.
Verifica-se na FIGURA 14 que apenas as culturas transformadas com pRSETC-nxh8M expressam uma
proteina de fusao apés indugao com IPTG. Pode se ver facilmente a banda expressa por pRSETC-
nxh8M no tamanho estimado (-11 kDa), mas nenhuma banda da proteina induzida por pRSETB-
SSnxh8 ao redor de 13,6 kDa. O peptideo sinal de NXH8 provavelmente inibe a expressdo da proteina

recombinante.

pPRSETC-nxh8M Expressa uma Proteina Recombinante em Corpusculos
de Inclusao

A proteina expressa por pRSETC-nxh8M em culturas de E. coli BL21(DE3) apés indugio por IPTG,
permanece no precipitado apds centrifugagao do lisado celular (FIGURA 15). Esse precipitado pdde ser
solubilizado em tampdes contendo 8 mol/L de uréia ou 6 mol/L de cloridrato de guanidina e
posteriormente purificado por afinidade metdlica em coluna cromatogréfica com resina de Sepharose
quelante carregada de niquel. O material purificado pode ser eluido da coluna por acidificagio ou
competi¢do com imidazol. Devido 2 expressao intracitoplasmdtica em E. coli, as pontes dissulfeto de
NXH8 nio se formam. Esta é provavelmente a razio da proteina de fusao ser expressa na forma de
corpusculos de inclusao, ainda que os altos niveis de expressao também possam induzir a formagio de
agregados. Usando este protocolo de purificagao na presenca de uréia 8 mol/L, é possivel obter a NXH8

recombinante bastante purificada e soltivel, no entanto, na forma desnaturada. (FIGURA 15).

Na FIGURA 16 ¢ apresentado o protocolo de expressao, renaturagao e purificagio da proteina expressa
por pRSETC-nxh8M em E. coli BL21(DE3). A proteina recombinante é solubilizada em alta
concentragao de uréia e renaturada por dilui¢gdo em um tampao contendo cistina e cisteina. Apds
adsorgao em resina Ni” - Sepharose, a protefna recombinante foi elufda em duas fragdes: por
competi¢io com Imidazol e por quelagio do Ni* com EDTA. A FIGURA 17 mostra o resultado desse
protocolo de purificagio e renaturagdo. Podemos observar que a purificagao obtém altos rendimentos e
pureza. Na amostra correspondente a fragdo eluida com EDTA existe a presenga de uma banda de
pouco mais de 21 kDa que pode corresponder a um contaminante ou a um dimero da proteina
recombinante rNXH8 (a proteina recombinante de fusao com a cauda de histidina tem uma massa

molecular teérica de 11 339 Da e o dimero teria 22 678 Da). O material assim purificado foi dialisado e

61



o sobrenadante inoculado em camundongos para obter-se um soro contendo anticorpos capazes de

reconhecerem a protefna rNXH8.

rNXH8 Forma Agregados apés a Purificacao

Verificamos, entretanto, que na renaturagao ou durante a didlise para a retirada do imidazol a proteina
recombinante formava um precipitado. Na FIGURA 18 podemos observar o resultado de uma
purificagio em Ni” - Sepharose feita com uréia 2 mol/L e a didlise de rNXH8. Verificou-se que apéds a
didlise, tinha ocorrido a precipitagao de rNXH8 restando uma parcela ainda em solugao que aparecem no
gel sem BME. O material precipitado nao penetra o gel na auséncia de BME. O ponto critico desse
fendmeno de agregacao da proteina rNXH8 acontece quando a concentragao de uréia é reduzida abaixo

de 2 mol/L e a retirada de imidazol também parece ter implicagbes na precipitagao.

O Vetor pCP-NXH8

O vetor pCP expressa proteinas recombinantes em fusao com dominios sintéticos (ZZ) da proteina A
de Staphylococcus aureus sob o controle do promotor do fago T7 . Esses dominios ZZ ligam-se 4 regio
Fc de IgGs. A proteina de fusio pode ser purificada por afinidade em resinas cromatogréficas com IgG
acoplada. Além disso, a erabutoxina a de Laticauda semifasciata j4 havia sido expressa, purificada e
renaturada de forma eficiente nesse plasmidio (DREVET et al., 1997). Para subclonar a seqiiéncia do
peptideo maduro de nxh8 em pCP, o vetor pGEM3Zf-nxh8 foi utilizado como molde para PCR.
Utilizou-se um oligonucleotideo 5’ que hibridiza para a regiao 69 a 89 de 7xh8 e insere um sitio de Kpn
I 5’-terminal e um cédon para metionina na posigio —1. A fun¢ao desse cédon ¢ introduzir uma
metionina entre os dominios ZZ e a proteina NXH8 na fusdo. Dessa forma NXH8 poderia ser retirada da
fusao por clivagem por CNBr, uma vez que nao existem metioninas na seqiiéncia de NXH8. Essa
proteina obtida apds clivagem poderia ser idéntica & proteina nativa encontrada no limen da glandula
de veneno da serpente. O oligonucleotideo reverso foi o pUC/M13 universal. O produto de PCR
digerido com as enzimas de restricio Kpn I e BamH I foi subclonado em pCP nos mesmos sitios
(FIGURA 19). Os clones recombinantes foram selecionados por tamanho e andlise de restrigio (FIGURA

20).
O resultado da indugdo de culturas de E. coli BL21(DE3) transformadas com pCP-NXHS8 ¢ mostrado

na FIGURA 21. Nota-se uma banda de proteina induzida com pouco mais de 20 kDa. A massa

molecular teérica da proteina de fusao rZZNXH8 seria de 22 243 Da.
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pCP-NXH8 Expressa uma Proteina de Fusao Soluvel no Citoplasma
Bacteriano

A FIGURA 22 mostra que as culturas de E. co/i BL21(DE3) transformadas por pCP-NXH8 e induzidas
por IPTG expressam uma proteina de fusio soltvel no citoplasma bacteriano. As culturas induzidas
foram tratadas com lisozima e sonicadas. No sobrenadante do sonicado encontramos a banda da
proteina induzida. O precipitado do sonicado também mostra a mesma banda, talvez devido a lise
parcial das células bacterianas, 2 formagiao de agregados insoldveis ou devido & contaminagio de
proteinas soldveis no precipitado. Em contraste, a proteina expressa por pRSETC-nxh8M permanece

totalmente no precipitado insolivel

Os Soros Anti — Elapidico e Anti - rNXH8 Reconhecem as Proteinas
Recombinantes Expressas por pPRSETC-nxh8M e pCP-NXH38

A FIGURA 23 mostra um Western blot feito com diferentes anticorpos primdrios. No filtro A
verificamos que o soro anti — elapidico do Instituto Butantan produzido com o veneno bruto de cobras
corais M. corallinus e M. frontalis (proporgao 1:1 v/v), reconhece tanto a proteina recombinante expressa
por pRSETC-nxh8M quanto por pCP-NXHS8 em extratos bacterianos induzidos. A proteina rNXH8,
expressa por pRSETC-nxh8M e purificada em Ni” - Sepharose, também ¢ reconhecida pelo mesmo
soro. Essa proteina rNXH8 foi utilizada para imunizar camundongos e o soro obtido foi capaz de
identificar a proteina homdloga purificada, tal como ¢ visto no filtro B. A tira C nao contém anticorpos

primdrios e, portanto, nenhuma banda foi detectada.

Purificacao e Renaturacao da Proteina rZZNXH8 em IgG - Sepharose

A FIGURA 24 mostra o protocolo de purifica¢io e renaturagio da proteina recombinante expressa por
pCP-NXHS8. A proteina de fusio obtida pode ser purificada pela afinidade conferida pelos dominios
ZZ regides Fc das moléculas de IgG acopladas a uma resina de Sepharose. Ainda que soltvel no
citoplasma bacteriano, ¢ necessdrio renaturar a proteina recombinante para a devida formagio das

pontes dissulfeto. Para isto seguimos um protocolo idéntico ao descrito por DREVET et al., 1997.

Fundamentalmente o protocolo consiste em ligar a proteina recombinante a uma resina de IgG -
Sepharose e renaturd-la na prépria resina usando um tampao contendo glutationa reduzida e oxidada. A
seguir, a proteina recombinante ¢ eluida em pH 4cido. O resultado é mostrado na FIGURA 25. Podemos

ver nas fragoes eluidas da resina, bandas que devem corresponder as cadeias leve e pesada das IgGs. Nao
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obtivemos sucesso nessa purificagdo, inclusive com outras proteinas recombinantes. De maneira geral, a
resina era danificada permanentemente, perdendo a IgG e a capacidade de ligagdo das proteinas em
fusao com os dominios ZZ. A proteina recombinante nunca pode ser identificada e a resina reutilizada

apds esse procedimento.

O Vetor pEZZ-NXH8 Expressa a Proteina de Fusao no Periplasma

O vetor pEZZ18 (Pharmacia ®) ¢ capaz de expressar proteinas recombinantes em fusao com os
dominios ZZ diretamente no periplasma bacteriano. Isso pode ser uma alternativa quando é necessdrio
produzir proteinas recombinantes ricas em pontes dissulfeto em sua conformagao nativa. A FIGURA 26
mostra o resultado da subclonagem de NXH8 em pEZZ18. Para isto, o plasmidio pCP-NXHS8 foi
digerido com BamH I e Kpn I e o inserto subclonado no vetor pEZZ18 nos mesmos sitio, originado o
vetor pEZZ-NXHS8. Os clones recombinantes foram selecionados por tamanho e andlise de restri¢ao
com a enzima Cla I. O vetor pEZZ-NXHS expressa a proteina de fusao sob o controle do promotor da
proteina A de Staphylococcus aureus constitutivamente. O peptideo sinal da proteina A dirige a fusio
para o periplasma bacteriano. Apds o processamento a proteina recombinante pode ser recuperada por
choque osmético ou no préprio meio de cultura em certos casos. A fusdo clivada por CNBr poderia

gerar NXH8 idéntica & provdvel toxina nativa.

A FIGURA 27 mostra o resultado dessa expressio. E dificil detectar no SDS-PAGE a protefna expressa
tanto nos extratos totais quanto nos fluidos obtidos apds o choque osmético. Entretanto, o Western
blot demonstra que a proteina recombinante foi expressa. Nos extratos bacterianos encontramos a
proteina expressa por pEZZ-NXH8 em duas formas que podem corresponder ao precursor e a fusio
rZZNXH8 processada. Nos fluidos osméticos oriundos do periplasma, encontramos apenas uma banda
equivalente a massa molecular tedrica de 22 243 Da correspondente a proteina processada. Chamamos
a atengdo que o Western blot foi realizado tendo com anticorpo primdrio o soro anti — elapidico do
Instituto Butantan. Esse soro ¢ fabricado de maneira que as imunoglobulinas de cavalo s3o clivadas,
retirando-se a por¢ao Fc da molécula. Desta forma, nio existe afinidade dos dominios ZZ da proteina
recombinante pelo soro que ¢ constituido apenas pela fragao Fab das IgGs. Assim sendo, as bandas

reveladas sao devidas 4 reatividade desse soro com o dominio NXH8 da fusao.
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O Vetor pRSET-ZZNXHS8 Produz uma Proteina Soluvel com Cauda de
Histidinas

Fizemos também uma constru¢io com a inten¢ao de adicionar uma cauda de histidinas a proteina de
fusao rZZNXH8. Para isto o plasmidio pCP-NXHS8 foi amplificado por PCR utilizando-se um
oligonucleotideo que hibridiza para a regiao 5’-terminal de ZZ e insere um sitio de BamH I e um
oligonucleotideo reverso que hibridiza na regidao 3’ nio traduzida de 7xh8 e também insere 0 mesmo
sitio na extremidade 3’. O produto de PCR foi digerido com a enzima de restrigio BamH I e clonado
no vetor pRSET B desfosforilado no sitio de BamH I (FIGURA 28). O plasmidio contendo o inserto na
orientagdo correta em relaco ao promotor T7 foi escolhido apés andlise de restri¢do, tal como indicado
na FIGURA 29. O vetor assim construido foi denominado pRSET-ZZNXHS8 e expressa uma proteina de
fusao recombinante com uma cauda de histidinas N-terminal: (His)ZZNXH8. A massa molecular tedrica
da proteina de fusdo é de 26 313 Da. Essa proteina de fusio pode entdo ser purificada por afinidade em
Ni” - Sepharose. Uma vez que a seqiiéncia madura de NXH8 nio contém residuos de metionina, se a
proteina de fusio for tratada com CNBr, ocorrerd clivagem apds o residuo de metionina inserido entre a
regido (His)ZZ e a toxina, liberando como produto, NXH8 idéntico a provdvel toxina nativa expressa na

glandula de veneno da serpente.

A FIGURA 30 mostra o resultado da expressao de pRSET-ZZNXHS8. Podemos identificar uma banda de
indugio quase com a mesma migracio da banda de 30 kDa do padrio de proteinas. Entretanto, a
expressao da fusio (His)ZZNXH8 ¢ menor que aquela obtida com a constru¢gio pRSETC-nxh8M nas
mesmas condi¢des. O protocolo de purificagio da proteina expressa por pRSET-ZZNXHS8 estd
mostrado na FIGURA 31. A proteina foi expressa na forma soltvel (FIGURA 32) o sobrenadante do lisado
na prensa hidrdulica (French Press) contém a banda de proteina recombinante que adsorve 2 resina de
cromatografia. A FIGURA 32 mostra o resultado da purificagio em Ni™* - Sepharose, sem o processo de
renaturacdo. As fragoes eluidas com imidazol mostram uma banda correspondente a (His)ZZNXHS8.
Ainda restam diversos contaminantes, o que nos obriga a melhorar o protocolo de purificagio.
Entretanto, este vetor pode ser uma alternativa a expressio obtida por pRSETC-nxh8M com a
vantagem de produzir uma proteina soldvel e cuja renaturagio e purifica¢io pode ser mais simples. Essa

banda também ¢ reconhecida pelo soro anti — rNXH8 e pelo soro anti — elapidico (Resultados a seguir).
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A Proteina Recombinante rNXH8 pode ser Usada como Antigeno

As Proteinas Recombinantes de Todas as Construcoes Reagem Contra
Soros Homoélogos e Heterdlogos

Vimos anteriormente que rNXH8 expresso em corpusculos de inclusio por pRSETC-nxh8M e
purificado em Ni” - Sepharose, foi utilizado para imunizar camundongos e obter um soro especifico
para NXH8. De maneira andloga foi feito um soro capaz de reconhecer NXH1 (SILVEIRA DE OLIVEIRA,
2000). A FIGURA 33 mostra o resultado dos Western blots realizados com o soro anti — elapidico do
Instituto Butantan, e os soros contra as proteinas recombinantes produzidos em camundongos
denominados anti — rNXH8 e anti — rNXH1. Todos os soros foram previamente adsorvidos com extratos

totais de E. coli BL21(DE3), tentando evitar a detec¢io de bandas nao especificas.

Tal como esperado, as culturas induzidas de E. coli transformadas com os diversos vetores de expressao
(pEZZ-NXH8 que secreta a toxina de forma soldvel no periplasma ou no meio de cultura; pRSETC-
nxh8M que produz a proteina recombinante em corpusculos de inclusio; pRSET-ZZNXHS8 e pCP-
NXHS, que expressam a proteina de fusio soldvel no citoplasma) tiveram bandas correspondentes a
proteina NXH8 reconhecidas pelos soros anti — elapidico e anti — rNXH8 (Western blots B e C). Isso
demonstra que NXHB8 foi expresso por todos os vetores. Como o soro anti — elapidico é produzido contra
o veneno bruto das cobras corais M. corallinus, M. frontalis, podemos inferir que NXH8 ou estd presente
no veneno ou compartilha epitopos imunorreativos com os componentes desses venenos. Entretanto, o
soro anti — INXH1 também ¢ capaz de reconhecer em Western blot as proteinas recombinantes contendo
a seqiiéncia NXH8 (western blot D). Pode-se verificar que os soros detectam vdrias bandas de pesos
variados, além das principais, no extrato total bacteriano. Isto pode ser devido a formacio de agregados
de proteina recombinante, ou aos respectivos produtos de degradagio desses agregados, ou a reacoes
inespecificas com proteinas bacterianas, ou ainda devido a dilui¢io dos anticorpos primdrios e

secunddrios ou aos conjugados enzimdticos utilizados no Western blot.

Os Soros Para Os Antigenos Recombinantes tem Reatividade Cruzada
Em ELISA

A FIGURA 34 mostra o resultado de ELISA utilizando placas sensibilizadas com rNXH8 e rNXH1. Os soros
utilizados foram o soro anti — elapidico do Instituto Butantan, o soro anti — rNXH8 produzido em

camundongos inoculados com rNXH8, o soro anti — rNXH1 produzido em camundongos inoculados com
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rNXH1. E um soro anti — rNXH8/fNXH1 produzido em camundongos inoculados com ambos os

. . o2
antigenos recombinantes purificados em Ni™ - Sepharose.

O soro anti — elapidico reconhece as proteinas rNXH8 e rNXH1 mais fracamente que os soros especificos.
Isto pode refletir o tamanho da populagao de anticorpos especificos para rNXH1 e rNXH8 ou que as
proteinas recombinantes foram expressas com uma conformacao distinta daquela presente no veneno. O
soro anti — rNXH8/rNXH1 também reconhece os dois tipos de antigenos recombinantes. Entretanto,
rNXH8 ¢ mais fortemente reconhecida. Pode-se ver que existe reagao cruzada entre os soros anti — rNXH8
e anti — rNXH1, pois os dois reconhecem as duas proteinas nas duas placas de ELISA confirmando os
resultados obtidos no Western blot (FIGURA 33). Neste caso, o soro homélogo sempre apresenta um
maior titulo. Além disso, os soros anti — rNXH8, anti — rNXH1 e anti — rNXH8/rNXH1 sempre foram
capazes de reconhecer ambas as proteinas recombinantes em dilui¢oes superiores a 1: 10 000. Podemos
concluir que existe reagao cruzada entre ambas as proteinas recombinantes e os soros policlonais anti —

rNXH1 e anti — rNXHS.

O Soro Anti - rNXH8 Reconhece uma Proteina do Veneno de Micrurus
corallinus e do Veneno de Alguns outros Elapideos

O soro anti — rNXH8 foi testado contra o veneno de M. corallinus, contra os venenos de outras serpentes
do género Micrurus, contra os venenos de outros géneros de serpentes elapidicas e de outras serpentes
nao relacionadas aos elapideos. Foi feito um painel desses venenos que foi utilizado em réplicas para
produzir Western blots com soros anti - Micrurus corallinus, soro anti — Micrurus frontalis e soro anti —
Micrurus spixii, produzidos em cavalos pelo Instituto Butantan. Além desses soros, foram utilizados
também os soros produzidos em camundongos contra os antigenos recombinantes anti — rNXH1 e anti —
rNXH8 (PRIETO DA SILVA et al., 2001). Esse painel permite avaliar a imunorreatividade dos componentes

de diversos tipos venenos frente aos diversos soros policlonais.

O painel foi feito por um SDS-PAGE em gradiente de 10 a 20% com 16 venenos diferentes e corado
por Coomassie Blue R250 (Ver FIGURA 35A). O primeiro grupo de venenos é composto por venenos de
onze espécies de serpentes do género Micrurus (canaletas de 2 a 12). Inclusive aquelas corais brasileiras
que s3o mais importantes de ponto de vista de sadde publica: M. corallinus, M. frontalis, M. spixii e M.
ibiboboca. Foram incluidos também os venenos de alguns elapideos africanos, australianos e asidticos,
tais como: de Dendroaspis angusticeps, de Notechis scutatus scutatus e Bungarus multicinctus (canaletas de
14 a 16). Uma cardiotoxina purificada do veneno de Naja naja kaouthia também estd presente (canaleta

18). Por fim, foram incluidos, os venenos de dois viperideos: Crotalus durissus terrificus (canaleta 17) e
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Bothrops jararaca (canaleta 19). Podemos ver que os venenos do género Micrurus tém um padrio de
proteinas muito similar, principalmente proteinas de baixa massa molecular. J4 os venenos de viperideos
sdo distintos. O veneno de Crotalus durissus terrificus tem uma banda forte na altura de 30 kDa e outros
componentes majoritdrios abaixo de 21 kDa. O veneno de Bothrops jararaca apresenta uma distribuigo
mais homogénea de componentes de diversas massas moleculares entre 70 a 14 kDa. J4 os venenos dos
elapideos nio pertencentes ao género Micrurus apresentam um padrio similar com componentes

majoritdrios de baixa massa molecular.

Na FIGURA 35B vemos um Western blot produzido com o soro anti - Micrurus corallinus. Vemos que
esse soro reage contra todos os venenos de Micrurus. Ainda que reaja mais fortemente com o veneno
homdlogo. Também reage com os venenos de outros elapideos nao pertencentes ao género Micrurus
(canaletas de 14 a 16): Dendroaspis angusticeps, Notechis scutatus scutatus e Bungarus multicinctus.
Também detecta a cardiotoxina de Naja naja kaouthia (canaleta 18). Reage fortemente com uma banda

de cerca de 43 kDa do veneno de Bothrops jararaca (canaleta 19).

O mesmo painel foi utilizado com soro anti - M. frontalis mostrado na FIGURA 35C. Esse soro reage
contra os venenos de todas as serpentes do género Micrurus, mas detecta mal componentes do veneno
de M. corallinus (canaleta 2) e reage melhor com os venenos de M. lemniscatus (canaleta 4), M. spixii
(canaleta 5), M. frontalis (canaleta 6), M. spixii martiusi (canaleta 11). Detecta levemente uma banda no
veneno de Notechis scutatus scutatus (canaleta 15), a cardiotoxina de Naja naja kaouthia (canaleta 18) e a

banda de 43 kDa do veneno de Bothrops jararaca (canaleta 19).

A FIGURA 35D mostra o Western blot feito com o mesmo painel de venenos utilizando o soro anti -
Micrurus spixii. O soro reage bem com os venenos de serpentes do género Micrurus. Mas podem ser
detectados diferentes niveis de reatividade. Os venenos de M. frontalis altirostris (canaleta 7), M.
surinamensis (canaleta 8), M. carinicauda dumerilli (canaleta 9), e M. hemprichii (canaleta 10) sao um
pouco menos reativos. Mas o soro detecta também bandas no veneno de Notechis scutatus scutatus
(canaleta 15), Bungarus multicinctus (canaleta 16) e Crotalus durissus terrificus (canaleta 17). Também foi

detectada a banda de 30 kDa do padrio de proteinas.

Note que o soro produzido contra o veneno de M. corallinus (FIGURA 35A) o soro anti — M. corallinus
diluido 1:500 reconhece mais bandas em outros venenos, inclusive em elapideos ndo pertencentes ao
género Micrurus. Isto parece indicar que o veneno de M. corallinus possui uma miscelinea abrangente
de toxinas encontradas em diversos venenos elapidicos. De uma maneira geral, a detecgio dos

componentes dos venenos foram mais intensos utilizando soros homélogos.
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Na FIGURA 35E vemos o Western blot produzido pelo soro anti — rNXH8 contra os venenos do mesmo
painel. Verifica-se que o soro ¢ capaz de reconhecer fortemente uma banda de baixa massa molecular do
veneno de Micrurus corallinus (canaleta 2). Mas reconhece também mais fracamente bandas de mesma
massa nos venenos de M. frontalis altirostris (canaleta 7), Dendroaspis angusticeps (canaleta 14) e

Bungarus multicinctus (canaleta 16).

J4 a FIGURA 35F mostra o Western blot realizado com o soro anti — rNXH1. Esse soro em contraposi¢io
aos demais ¢ especifico para o veneno de M. corallinus (canaleta 2), (SILVEIRA DE OLIVEIRA et al., 2000).

Isto reforga o cardter dnico do veneno de M. corallinus.

Conclui-se que os venenos das serpentes do género Micrurus compartilham proteinas imunorreativas
entre si e com venenos de outras serpentes. Entretanto, tém componentes especificos de cada espécie. O
soro anti - INXH8 nao ¢ especifico para o veneno de M. corallinus, enquanto que o soro anti - rNXH1 nio

reconhece na dilui¢io utilizada nenhum dos outros venenos testados.

Ligacao do Veneno de M. corallinus ao Receptor Nicotinico de

Acetilcolina do Musculo de Ratos Neonatos

O Veneno de M. corallinus tem Componentes que se Ligam ao Receptor
Muscular de Acetilcolina

Estudos farmacoldgicos descritos na literatura (VITAL BRAZIL & FONTANA, 1983/1984) demonstraram
que o veneno de M. corallinus bloqueia a jun¢ao neuromuscular de duas formas distintas. Uma, eleva a
liberagao espontinea de acetilcolina de forma nao responsiva ao impulso nervoso, uma agao pré -
sindptica na membrana neuronal. A outra agao ¢ o bloqueio da despolarizagio da membrana muscular
que deixa de responder aos impulsos de acetilcolina. Esta tltima é uma agao pds - sindptica de bloqueio

dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) na jung¢ao neuromuscular que deve ser resultante da

agdo de O - neurotoxinas presentes nesse veneno. O resultado final ¢ a paralisia flicida do musculo.
Um ensaio cldssico (CHANGEUX et al., 1970; ROSENTHAL et al., 1994) utiliza uma o - neurotoxina longa

do veneno de Bungarus multicinctus como um antagonista colinérgico, com alta seletividade e ligagao

quase irreversivel para estudar o nAChR (o - bungarotoxina, K, = 10" mol/L). Usando essa
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propriedade, verificamos que o veneno de M. corallinus era capaz de inibir a ligagio de o -

. .o 125 . , .
bungarotoxina marcada radiativamente com 1. Esse ensaio estd descrito na Tabela 4.

A FIGURA 36 mostra o resultado da incubagdao de membranas do musculo esquelético de camundongos
neonatos com o veneno de M. corallinus (0,05; 0,5 e 5ug/100uL). ApSs uma hora de incubagio,
adicionou-se T - o, - bungarotoxina. Apds mais uma hora de incubagao, as membranas foram lavadas e

a radiatividade foi medida por cintilagado. Vemos na FIGURA 36, nas barras em tons castanhos -

amarelados, que quanto maior ¢ a quantidade do veneno menor ¢ a quantidade de radiatividade medida
nas membranas. Concentragdes de 0,5 — 5,0 Hg/100uL sio suficientes para o bloqueio total dos
receptores de maneira andloga i efetuada pela nicotina em concentragoes de 1x10” mol/L (barra
branca). J4 o veneno diluido para concentragoes de 0,05 pg/100UL é capaz de reduzir quase & metade a
quantidade de "I - o - bungarotoxina ligada aos receptores. Este resultado indica que o veneno de M.

. . . . . — 125 .
corallinus realmente tem O - neurotoxinas capazes de impedir a ligacdo da "I - o - bungarotoxina ao

nAChR do mdsculo.

O Soro anti - rNXH1 nao Inibe a Ligacao de Componentes do Veneno de
M. corallinus ao Receptor Muscular de Acetilcolina

Soros produzidos contra proteinas do veneno de M. corallinus poderiam ser capazes de impedir a ligagao
desses componentes do veneno ao nAChR se essas toxinas tiverem afinidade pelo receptor. Assim
testamos quais os efeitos de neutraliza¢io da afinidade do veneno de M. corallinus seria causado pelos
soros anti — rNXH1, anti — rNXH8 e anti — rNXh8/rNXH1 (MIX). Para isso o veneno em diversas
concentragdes foi incubado previamente com cada soro durante 1 hora. Posteriormente, essa mistura foi
utilizada em incubagbes de uma hora com as membranas musculares. E, finalmente, a I - o -

bungarotoxina foi adicionada.

Vemos na FIGURA 36 nas barras em tons azuis que o soro anti — rNXH1 nio foi capaz de impedir a

ligagdo dos componentes do veneno que tém afinidade pelo nAChR. Mesmo quando o veneno é
adicionado na mais baixa concentragio (0,051g/100uL) a quantidade de sitios disponiveis para a
.o 125 . L, e . N . .
competi¢do com a | - O - bungarotoxina ¢ similar aquela obtida apenas com o veneno sozinho. Isso

mostra que o soro anti — NXH1 nio ¢ capaz de neutralizar componentes do veneno de M. corallinus que

tenham afinidade pelo nAChR.
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O Soro anti - rNXHS8 Inibe a Ligacao de Componentes do Veneno de M.
corallinus ao Receptor Muscular de Acetilcolina

Também na Figura 36 podemos ver, nas barras de tons vermelhos, que o soro anti — rNXH8 ¢é capaz de
inibir a ligagao de componentes do veneno de M. corallinus ao nAChR, quando o veneno ¢ utilizado em
concentracoes de 0,05 ng/100uL e 0,51g/100UL, apds incubagio por uma hora do veneno com o soro.
Nestes dois casos a neutralizagio da afinidade foi total porque a I - ¢ - bungarotoxina voltou a se ligar
as membranas de maneira compardvel ao controle sem veneno (barra cinza). J4 quando o veneno ¢
utilizado na concentragao de 5ug/100uUL, o soro anti — rNXH8 nao ¢é capaz de neutralizar todos os
componentes do veneno que tém afinidade pelo nAChR, pois a quantidade de radiatividade medida ¢
similar aquela obtida com nicotina (barra branca), ou somente com veneno em igual concentragio
(barra castanho claro), indicando que um volume maior de soro precisaria ser utilizado para neutralizar

O €XCESSo dC veneno presente neste caso.

A FIGURA 36 ainda mostra que o soro produzido contra ambos os antigenos (soro anti — rNXH8/rNXH1
(MIX) em barras de tons verdes), tem um comportamento similar ao soro anti — rNXH8, ainda que seja

um pouco menos potente. Pode-se ver que o soro contra as proteinas recombinantes nio impede a
ligagao da L bungarotoxina aos nAChR das membranas, indicado pela barra cinza clara, que
representa a quantidade de "I - o - bungarotoxina ligada 4s membranas em presenga de soro anti -
rNXH8/NXH1 (anti — MIX). A quantidade de radiatividade medida na presenca de soro foi semelhante
aquela medida no controle usando-se apenas '’I - o - bungarotoxina na concentragio de 1 x 10” mol/L

(barra cinza escura).
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi clonada uma possivel toxina do veneno de Micrurus corallinus chamada NXH8. Esta
toxina pertence a familia de proteinas em trés digitos. Apresenta algumas caracteristicas distintas tais
como elementos caracteristicos de O - neurotoxinas longas, uma quinta ponte dissulfeto extra, localizada
na primeira al¢a e uma cauda curta C-Terminal. Isso nos motivou a caracterizar esta toxina peculiar,
clonando a seqiiéncia e produzindo uma toxina recombinante em Escherichia coli para imunizar

camundongos, obtendo um soro anti-rNXH8.

Expressao Renaturacao e Purificacao

Utilizamos diversos sistemas de expressao em E. coli (TABELA 03). Ficou demonstrado que a presenga do
peptideo sinal do precursor de NXH8 inibe a sintese da proteina recombinante. Isso deve ser devido a
caracteristica hidrofébica do peptideo sinal que se liga & membrana interna interferindo com diversos
sistemas vitais da bactéria. Além disso, os peptideos sinais eucariotos sdo diferentes dos peptideos sinais
procariotos. J4 o peptideo maduro foi expresso em E. coli em altos niveis com grande eficiéncia (Veja a
FIGURA 14). A proteina recombinante expressa por pPRSETC-nxh8M tem uma fusdo com uma cauda de
histidinas acoplada. Essa cauda N-terminal permite a purificagio da toxina recombinante em Ni™ -
Sepharose. Além disto, é pouco imunogénica e nio afeta a compartimentalizagio, a secre¢io ou a
formacdo da estrutura tercidria da proteina recombinante, sendo que freqiientemente, nio é necessdrio

retirar esta cauda para se obter uma proteina funcional (DOEBLI et al., 1990; STUBER et al., 1990).

A proteina de fusio apresenta ainda um sitio de clivagem para a enzima enteroquinase ((Asp)4Lys). Se a
enteroquinase for usada para clivar a proteina de fusao, produz-se NXH8 com 4 aminodcidos extras N-
terminais (Asp-Arg-Trp-lle-NXH8). Entretanto, nio nos preocupamos em retirar essa cauda, pois
tinhamos indicagbes que era possivel obter uma proteina funcional ainda que em fusio. De fato, a
erabutoxina a havia sido clonada e expressa em fusio com o dominio extracelular ligante de IgGs da
proteina A de Staphylococcus aureus (446 aminodcidos, 48,6 Kda) que é maior que a neurotoxina. O

hibrido ainda assim era capaz de se ligar aos nAChRs (DUCANCEL et al., 1989).

Tal como acontece com a maioria das proteinas heterélogas expressas em E. coli, INXH8 foi expressa em
forma de corpusculos de inclusao (MARSTON, 1986) (veja na FIGURA 15). Esse fendmeno de agregagio
protéica ocorre devido aos altos niveis de expressao e a interagoes idnicas e hidrofébicas entre as cadeias

de proteina recombinante nascente. Soma-se a isto, o fato das foldases e chaperoninas bacterianas nio
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serem adequadas e ou em quantidades suficientes para enovelarem a proteina nascente (HOCKNEY 1994;
WALL & PLUCKTHUN, 1995; MAYHEW et al., 1996). Outra das principais causas da formagio de
agregados ¢ que as pontes dissulfeto nio se formam no interior do citoplasma bacteriano, por nao haver
condigdes de 6xido - redugio favordveis e devido 2 presenca de diversas tiorredoxina reductases (#7xB) e
glutationa reductases (gor) que nio deixam essas pontes se formarem no citoplasma. As proteinas com
pontes dissulfeto devem ser secretadas para o periplasma para af serem enoveladas por diversas dissulfeto

- isomerases do sistema Dsb (RIETSCH et al., 1996).

A expressao em corpusculos de inclusio implica em passos posteriores de solubilizagao usando agentes
desnaturantes fortes. Didlise e renaturagio sio necessdrias para obter uma proteina recombinante com a
estrutura tercidria e com a correta formagio de pontes dissulfeto. Esses protocolos de renaturagio sio
sempre empiricos, dependem da proteina a ser renaturada e de indmeras outras varidveis, como
concentragio, pH, temperatura, condigbes de oxirredugao, a presenga de detergentes e outros aditivos

(KOHNO et al., 1990).

Por outro lado, a expressao em corpuisculos de inclusio pode ser vantajosa em termos de purificagao. Os
corpusculos sdo facilmente recuperados por centrifugagdo apds a lise celular. Sdo resistentes as proteases
e em poucos passos de purificagdo pode-se obter alta pureza e rendimento (MARSTON, 1986; KOHNO et
al., 1990). NXH8 ¢ rica em cisteinas, todas elas envolvidas na formagio de pontes dissulfeto necessdrias a
sua estrutura tridimensional e, portanto, a sua atividade, necessitando ser renaturada para adquirir plena

atividade.

Tivemos pleno sucesso expressando e purificando NXH8 no sistema pRSET, ainda que a renaturagio da
proteina necessite ser mais bem estabelecida a fim de obter uma toxina ativa e que nio precipite

(FIGURA 18).

Procurando outras possibilidades de expressio de NXH8 usamos o vetor o pCP-NXHS8 que expressa
NXH8 em fusio com dominios ZZ que tém afinidade pela por¢ao Fc das IgGs. A proteina de fusao ¢
expressa soltivel no citoplasma (FIGURA 22). Mas ainda necessita ser renaturada para a correta formagio
das pontes dissulfeto. Seguimos um protocolo de expressao, purifica¢io e renaturagio para proteinas
ricas em pontes dissulfeto acoplado a resinas de IgG - Sepharose (DREVET et al., 1997). Esse protocolo
de purificagio e renaturagio se mostrou bem sucedido com toxinas similares, como é o caso da
erabutoxina a. No entanto, nao conseguimos os mesmos resultados de DREVET et al., 1997 (FIGURA 25).
O procedimento de renaturagio danifica irrecuperavelmente a resina cromatogrdfica. Entretanto, os

rendimentos desse protocolo mesmo com erabutoxina a sio naturalmente baixos e exigem o uso de
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fermentadores de 30 litros. Apds a renaturagdo em IgG - Sepharose, sio necessdrios novos passos
cromatogréficos por cromatografia de fase reversa. Além disso, é normal a formagio de produtos de
degradagao de proteinas expressas no citoplasma bacteriano, em fusio com proteina A ou dominios ZZ

(comunicagao pessoal, A. MENEZ).

Usamos também o vetor pEZZ18 que secreta constitutivamente, sob o controle do promotor da
proteina A, a fusio ZZ-NXHS8 no periplasma da E. coli. Os rendimentos com o sistema de secre¢ao
periplasmdtico do pEZZ-NXHS8 foram muito baixos, mas possivelmente a proteina pode estar
renaturada e ativa se for secretada e processada corretamente (FIGURA 27). O sistema de secregdo para o
periplasma da E. coli depende da ligacio do peptideo nascente A proteina SecB e posterior translocagio e
clivagem do peptideo sinal pelo sistema Sec. Posteriormente, a proteina ¢ enovelada com o auxilio de
diversas chaperoninas do complexo Dsb, envolvidas na formagio de pontes dissulfeto (PUGSLEY et al.,
1990; STEWART et al., 1998). Entretanto, além do baixo rendimento da expressao dirigida para o
periplasma, nio ¢ raro ocorrerem também a formacio de agregados periplasmdticos da proteina
recombinante. No nosso caso os niveis de expressio no espaco periplasmdtico foram baixos, somente
detectdvel por Western blot (FIGURA 27B). Nio verificamos a possibilidade da proteina recombinante

estar sendo secretada para o meio de cultura.

Procurando aliar a expressio e purificacio eficiente do sistema pRSET 2 fusio com ZZ, usamos a
constru¢io pRSETB-ZZNXHS. Esta construgio permite a purificagio em resina de Ni** - Sepharose da
proteina de fusdo soltvel. A quantidade de (His)ZZNXH8 expressa é um pouco inferior aquela obtida por
pRSETC-nxh8M. Os resultados obtidos com essa construgao sio promissores (FIGURA 32), ainda que o
sistema de purificagdo e renaturagio precise vir a ser mais bem elaborado. Atualmente estdo disponiveis
mutantes de Escherichia coli (trxB e gor) que permitem a formagao de pontes dissulfeto no citoplasma
bacteriano (PRINZ et al., 1997; BESSET et al., 1999). Assim, tanto rNXH8 quanto (His)ZZNXHS8, podem

vir a ser obtidos na forma nativa em £. coli.

Caracteristicas Imunorreativas de rNXHS8

NXH8 deve ser uma proteina presente na glindula de veneno da M. corallinus, uma vez que o soro anti —
elapidico, preparado com os venenos brutos e M. corallinus ¢ M. frontalis em cavalos pelo Instituto
Butantan, reconheceu a proteina recombinante expressa em E. coli, (FIGURAS 23, 27 e 33C). Da mesma
forma, o soro anti-rNXH8 reconhece uma banda de massa molecular esperada no veneno de M.

corallinus.

74



Este soro anti — rNXH8 reconheceu em Western blot a proteina recombinante expressa em E. coli por

todas as construgdes que foram utilizadas, inclusive no fluido periplasmdtico de E. coli DH50

transformada com pEZZ-NXHS. (FIGURAS 24 e 34B)

Esse soro também reconheceu rNXH8 e rINXH1 em Western blot e ELISA. O mesmo ocorreu com o soro
anti — rNXH1, mostrando que ambas as toxinas sio estruturalmente relacionadas e tem

imunorreatividade cruzada, ao menos na forma desnaturada. (FIGURAS 34 e 35).

O soro anti - rNXH1 ¢ especifico para o veneno de M. corallinus, pois reconhece uma tnica banda
presente apenas no veneno desta serpente (FIGURA 35F). J4 o soro anti — rNXH8 reconhece uma banda
no veneno de M. corallinus e também uma banda no veneno de uma outra coral: M. frontalis altirostris,
além da mesma banda nos venenos da Mamba africana Dendroaspis angusticeps e da Krait asidtica
Bungarus multicinctus (FIGURA 35E). Os venenos de outras nove corais nao apresentaram proteinas
reconhecidas por anti — rNXH8. Isso demonstra que NXH8 tem similares em outros venenos de elapideos

ou compartilha epitopos com proteinas estruturalmente relacionadas presentes nesses venenos.

Tais resultados evidenciam o cardter tnico do veneno de M. corallinus primeiro por conter uma
proteina que nio ¢ encontrada em nenhum outro veneno (NXH1) e segundo porque excetuando M.
[frontalis altirostris, é mais semelhante ao veneno de elapideos africanos e asidticos, em relagao a presenga
de proteinas relacionadas com NXH8, que com os demais venenos de corais. Além disso, em comparagio
com os soros para os venenos de M. frontalis e M. spixii, o soro anti — M. corallinus parece ter
reatividade cruzada com um nimero maior de venenos. Isto pode indicar outra caracteristica dnica do
veneno de M. corallinus que é o de conter um largo espectro de toxinas que podem atuar em uma gama

variada de presas, confirmando os dados descritos por JORGE da SILVA & AIRD, 2001.

O Soro Anti - rNXH8 Impede a Ligacao das o - Neurotoxinas do Veneno

de M. corallinus ao nAChR do Musculo de Camundongos Neonatos.

O ensaio de ligagio a0 nAChR mostrou que o veneno de M. corallinus tem componentes que impedem
a ligagdo da - o- bungarotoxina ao nAChR. Portanto, esse veneno deve conter O - neurotoxinas que
bloqueiam esse receptor (FIGURA 36), confirmando os dados prévios de VITAL BRAZIL & FONTANA,
1983/1984. O soro anti — rNXH8, produzido em camundongos imunizados com rNXH8 mostrou-se

eficiente em neutralizar esses componentes. O soro produzido com uma mistura de rNXH8 e rNXH1 tem

caracteristicas similares. Entretanto, o soro anti — rNXH1 nio foi capaz de neutralizar as 0. - neurotoxinas
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do veneno de M. corallinus. Isto indica que, NXH8 provavelmente deve-se ligar a0 nAChR muscular ou
que as O - neurotoxinas presentes no veneno compartilham com NXH8 um epitopo neutralizante.
Eventualmente, proteinas atéxicas podem elicitar anticorpos capazes de neutralizar toxinas. E o caso de
uma proteina atéxica de escorpido (TSNTXP - Tityus serrulatus), estruturalmente relacionada as toxinas o
e B. Quando essa proteina atéxica é utilizada como antigeno, elicita a formagao de anticorpos capazes de
neutralizar a fragao téxica do veneno (GUATEMOSIN et al., 2000). Como quando rNXH8 ¢ inoculada
como antigeno em camundongos (até 10-30 [g) nao exibe efeitos tdéxicos, podemos pensar que NXH8
ndo apresenta atividade tdéxica ou que foi expressa em conformagoes diferentes da nativa na forma de

toxdide. J4 NXH1 deve ter outra fun¢io nao relacionada com as O - neurotoxinas.

Comparacao de NXH8 com outras Toxinas em Trés Digitos

Vimos que NXH8 tem o mesmo padrio estrutural observado na familia das toxinas em trés digitos, ou
seja, trés alcas (“loops”) formadas por cinco folhas— pregueadas antiparalelas. Duas folhas antiparalelas
formadas pela primeira al¢a e trés folhas antiparalelas formadas pela segunda al¢a e parte da terceira alga.
Essas al¢as emergem de um ntcleo formado por quatro pontes dissulfeto. Nao existem alfa — hélices na
molécula (ver modelo da FIGURA 04B). Entretanto, as toxinas de serpente com este padrio estrutural
apresentam intmeras atividades tdxicas diferentes. O peptideo maduro de NXH8 tem uma massa

molecular tedrica de 7 839 Da que ¢ semelhante ao apresentado pelas demais toxinas em trés digitos e

um pl de 8,39 que é similar ao ponto isoelétrico das o - neurotoxinas longas e curtas.

Peculiarmente, NXH8 tem a quinta ponte dissulfeto na ponta da primeira alga, que é uma caracteristica
de védrios homdlogos de o - neurotoxinas longas de serpentes do género Bungarus e de neurotoxinas
fracas de serpentes do género Naja. Essas seqiiéncias ainda estio mal caracterizadas. Uma das toxinas
com essa ponte dissulfeto é denominada Bucandina (BUCA BUNCA) e teve sua estrutura tridimensional
determinada (KUHN et al.,, 2000). Os autores afirmam tratar-se de uma neurotoxina de agdo pré —
sindptica, mas ainda nio foram publicados os ensaios biolégicos que permitiram chegar a essa
conclusdo. Isto é peculiar, uma vez que todas as neurotoxinas conhecidas até agora na familia eram pds
— sindpticas. Os venenos elapidicos também apresentam agbes pré — sindpticas, mas até agora se
imaginava que essas agoes eram devidas unicamente a 3 - neurotoxinas com padrio estrutural das PLA,.
Outra dessas toxinas, com a qual NXH8 tem alta similaridade é a Candoxina (CADO BUNCA). A
estrutura da Candoxina foi determinada (PARVATHY et al, 2001). Os ensaios bioldgicos e

farmacoldgicos sio preliminares, mas indicam que a Candoxina é capaz de bloquear a transmissio
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colinérgica na jun¢ao muscular de galinhas e intensificar a enzima acetilcolinesterase do veneno

(NIRTHANAN et al., 2001).

Além disso, ¢ interessante observar que as proteinas at6xicas de outros animais com esse padrao
estrutural em trés digitos também tém a mesma quinta ponte dissulfeto na ponta da primeira alga. E o
caso das xenoninas de sapo (KOLBE et al., 1993; MACLEOD et al., 1998), dos receptores de membrana
ligados a GPI de mamiferos como CD59 e Ly-6 (KIEFFER et al., 1994; GUMLEY et al., 1995), do
receptor para o ativador de plasminogénio do tipo uroquinase - uPAR (PLOUG & ELLIS, 1994), ODR-2
uma proteina requerida para olfa¢gio em C. elegans, que é expressa exclusivamente em moto - neurdnios
colinérgicos (CHOU et al., 2001) e de Lynx-1, um peptideo neuromodulador (MIWA et al., 1999),
altamente expresso nas células de Purkinje e com alta finidade por receptores neuronais
homopentaméricos. A fragio soldvel de Lynx-1 apresenta atividade pré — sindptica in vitro se ligando a
receptores tipo 07 e aumentando a liberagao de acetilcolina. Modelos de NXH8 e demais proteinas desta
familia sao vistos na FIGURA 4B. Lynx-1 e as neurotoxinas de serpentes s3o igualmente dissimilares na
sua estrutura primdria, tanto quanto de ODR-2. Assim, é possivel que ODR-2, tal como Lynx-1 ou
como as neurotoxinas, também seja um neuromodulador colinérgico. Estes dados nos levam a imaginar
se este padrio de cinco pontes dissulfeto poderia estar implicado em um novo tipo de fungio
reconhecendo novos tipos de receptores. O que poderia indicar que a aquisigdo de modulagio
colinérgica por proteinas em forma de trés digitos é ancestral e que essa topologia de cinco pontes
dissulfeto pode ser uma aquisi¢io primdria. Chama a aten¢o no modelo de NXH8 que ele tem um

arranjo de folhas B - pregueadas similar as - neurotoxinas curtas ainda que a ponte dissulfeto

interrompa as folhas antiparalelas da primeira alca. J4 as o~ neurotoxinas longas nio tem folhas 3 nessa

regiao.

O alinhamento de NXH8 com as toxinas em trés digitos de elapideos mostrou que hd alta similaridade
com alguns homdlogos de o - neurotoxinas longas do veneno de serpentes do género Bungarus (-70%)
e também similaridade superior a 60% com algumas O - neurotoxinas longas e curtas. Os dendrogramas

dos alinhamentos (FIGURAS 08 e 10) organizaram as seqiiéncias em grupos funcionais capazes de

predizer possiveis funcdes de toxinas desconhecidas e assim permitir o planejamento de ensaios
funcionais. O dendrograma da FIGURA 08 evidéncia que NXH8 ¢ relacionado s o - neurotoxinas. Além

disso, ¢ bastante diferente de outra seqiiéncia da mesma classe encontrada em M. corallinus denominada

NXH1.

Com relago ao grupo das toxinas elapidicas com o mesmo padrio estrutural de cinco pontes dissulfeto,

com a quinta ponte localizada na primeira al¢a, o dendrograma da FIGURA 10 mostra que o grupo nio ¢
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homogéneo. O grupo da bucandina (BUCA BUNCA) ¢é o mais divergente. A erabutoxina a, uma o -
neurotoxina curta, forma um grupo distinto. NXH8 e os homdlogos de Bungarus formam uma clade
relacionada as @ - neurotoxinas longas. As neurotoxinas fracas formam um grupo relacionado, mas
distinto das o - neurotoxinas longas, de NXH8 e similares. Mesmo entre as neurotoxinas fracas é possivel

estabelecer subgrupos nitidos.

Estudos de caracterizagdo funcional recentes foram feitos com algumas dessas neurotoxinas fracas.
TXWW NAJKA (“Weak Triptophan-containing neurotoxin” de Naja kaouthia - UTKIN et al., 2001a e
2001b) e XXX9 NAJAT (“Weak neurotoxin” de Naja atra TA-N9 CHANG et al., 2000a). Essas toxinas
reconhecem o nAChR muscular, mas tém diferentes afinidades dependendo da espécie de origem do

receptor. O nAChR do musculo de anfibios é melhor reconhecido que o de mamiferos. Também tém
afinidade pelos receptores neuronais tipo 7, de maneira similar as o - neurotoxinas longas. Essas
toxinas parecem ter uma estrutura tridimensional menos ordenada e menos rica em estruturas tipo folha

- B sem entretanto, apresentarem alfa - hélices. Isto talvez esteja relacionado 2 menor toxicidade e/ou 2
capacidade de reconhecer diversos subtipos de nAChRs (CHANG et al., 2000a). Essa heterogeneidade

estrutural pode indicar que essas neurotoxinas fracas sejam capazes de sofrerem alteracOes
conformacionais quando se ligam a diferentes receptores. A NXGB BUNMU (Y - bungarotoxina de B.
multicinctus) apresenta alta toxicidade quando injetada intracerebralmente em camundongos com uma
LD,, = 0,15 mg/kg, idéntica 4 toxicidade das o - neurotoxinas longas e curtas. NXH8 estd mais préximo
dos Homdlogos das o - neurotoxinas longas de Bungarus, tal como a Candoxina (CADO BUNCA). E ¢
estreitamente relacionado com as O - neurotoxinas longas. Assim podemos pensar que NXH8 nativa

apresente um comportamento similar e que até mesmo tenha alta toxicidade.

Observando o alinhamento da FIGURA 07 notamos que a regiao menos similar de NXH8 corresponde a
primeira alga, principalmente em relagao as o - neurotoxinas longas que apresentam diversas dele¢oes
nessa regidao. O modelo virtual de NXH8 também representa essa diferenca. A ponte dissulfeto da
primeira alga parece interromper a extensio das folhas 3 - pregueadas e um pequeno 4ngulo que expde a

ponta da primeira alga. As O - neurotoxinas longas nao tem folhas - B na primeira alca.

Caracteristicamente, NXH8 e os Homdlogos de Bungarus do grupo 1 apresentam a inser¢ao de dois
aminodcidos nessa regido que no estdo presentes nas neurotoxinas fracas, nos homdlogos de Bungarus
do grupo 2 e nas O - neurotoxinas curtas ou longas. Por outro lado a regiao de mais alta similaridade
corresponde aquela formada pela segunda e terceira ala. Neste aspecto, NXH8 ¢é fortemente similar as o

- neurotoxinas curtas e longas se for ignorada a cauda C-terminal destas dltimas. Outra caracteristica
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apresentada por NXH8 em comum com as Ol - neurotoxinas longas e com as X - neurotoxinas, ¢ a

inser¢ao da seqiiéncia de residuos Ala-Ala-Thr entre as posi¢coes 47 e 51. As Ol - neurotoxinas curtas
apresentam glicina na posi¢ao 48, no lugar desse tripleto. Encontra-se nas posi¢oes de 53 a 56 em NXH8
a seqiiéncia Thr-Val-Lys-Pro que também ¢é encontrada na imensa maioria das O - neurotoxinas curtas e

longas.

NXH8 ¢ bastante diferente com relagao a NXH1 a despeito de serem toxinas de mesmo padrio estrutural
encontradas no mesmo veneno e de apresentarem imunorreatividade cruzada. Pesa aqui o fato de NXH1
apresentar indmeras dele¢des principalmente na segunda alga. NXH1 tem apenas 57 residuos sendo a
menor seqiiéncia alinhada. De qualquer forma, a similaridade ¢ baixa (42%), sendo a regiao mais

discordante a da primeira e segunda alga.

Com relagdo as seqiiéncias com o mesmo padrio de cinco pontes dissulfeto, verifica-se nas FIGURAS 07
e 09 que NXH8 ¢ muito similar aos Homélogos do veneno de serpentes do género Bungarus do grupo 1
e do grupo 2. Mas nestes dltimos pode-se notar que a regiao da segunda alca ¢ bastante diferente. A
posicao 31 do alinhamento destaca-se quando se comparam NXH8 e homdlogos com as neurotoxinas
fracas. Os primeiros apresentam um residuo de triptofano nesta posi¢ao, enquanto as neurotoxinas
fracas o apresentam substituido por outros residuos aromdticos ou por glutamina. Todas as o -
neurotoxinas longas e curtas apresentam triptofano na posi¢ao 31. Por outro lado, TXWW NAJKA ¢ a
tnica neurotoxina fraca a apresentar um triptofano na regidao da segunda al¢a, mas na posicao 41
(UTKIN et al., 2001a). Se desconsiderarmos as cisteinas conservadas, a similaridade de NXH8 com
bucandina e TX64 ¢ baixa (FIGURA 09). O mesmo acontece em relagao as xenoninas da pele do sapo
(KOLBE et al., 1993; MACLEOD et al., 1998) e em relagio a CD59/Ly-6 (KIEFFER et al., 1994; GUMLEY
et al., 1995), Lynx-1 (MIWA et al., 1999) ¢ ODR-2 (CHOU et al., 2001) em que a similaridade fica abaixo
de 35% (DADOS NAO MOSTRADOS).

Aminoacidos Invariantes e Funcionais das o - Neurotoxinas

RYDEN et al., 1973 percebeu que alinhando as o - neurotoxinas curtas e longas com outras toxinas de
agoes farmacoldgicas totalmente distintas, tal como as cardiotoxinas, ¢ possivel identificar uma série de
residuos invariantes tanto nas O - neurotoxinas quanto nas citotoxinas. Esses residuos compartilhados
pelas citotoxinas e pelas 0. — neurotoxinas provavelmente devem ser importantes para a estrutura em trés

digitos. Por outro lado, outros residuos somente estdo conservados nas O - neurotoxinas e nao estao
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presentes nas cardiotoxinas. Estes residuos provavelmente desempenham papel funcional importante na

afinidade pelo receptor de acetilcolina.

Os residuos invariantes presentes tanto nas neurotoxinas quanto nas citotoxinas sao: Ser/Thr — 10, Gly
— 22, Tyr — 27, Gly — 46, Pro — 52, Leu/lle/Val/Tyr — 59, Ser/Thr — 66, Asp/Asn/Glu — 68 e Asn/Asp
— 71, além das cisteinas envolvidas nas quatro pontes dissulfeto do niicleo globular das toxinas: Cys —
03 e Cys — 26; Cys — 19 e Cys — 47; Cys — 51 e Cys — 63; Cys — 64 e Cys — 70. (FIGURA 07). NXH8 tem

todos esses residuos invariantes, o que representa 26% da similaridade total com as demais seqiiéncias.

J4 os residuos caracteristicamente conservados apenas nas ¢ - neurotoxinas sao: Lys — 29, Trp — 31, Asp
— 33, His/Phe/Trp — 35, Arg/Lys — 39, Gly — 40, Glu/Asp — 44, Val/Ala — 54, Lys/Arg — 55 (ENDO &
TAMIYA 1987 e 1991). NXH8 possui todos, exceto na posi¢io 29 aonde se encontra uma treonina no
lugar da lisina. Entretanto, NXH8 apresenta uma lisina na posi¢ao 28 que pode desempenhar o mesmo

papel e na posi¢ao 33, NXH8 tem asparagina no lugar de aspartato. Fica evidente que NXH8 deve possuir

um sitio de ligagao a0 nAChR similar as o - neurotoxinas.

Verifica-se que os residuos mais importantes capazes de “conferir o cardter de neurotoxicidade” a
molécula estdo localizados principalmente na segunda al¢a. Logo se percebeu uma certa analogia entre as
drogas como o curare e as O - neurotoxinas. Antagonistas do nAChR como a d-Tubocurarina e o C -
alcaldide - E podem ter seus anéis aromdticos sobrepostos na mesma orientagdo das cadeias laterais dos
aminodcidos presentes na ponta da segunda alca das o - neurotoxinas (TAMIYA 1980; DUFTON & HIDER
1980). Uma glicoproteina do capsideo de alguns virus com neurotropismo, como o virus da raiva e o
HIV, também compartilham similaridades com esses aminodcidos importantes da ponta da segunda alca
das o - neurotoxinas das serpentes (LENTZ 1990; NERI et al., 1990). Também nas toxinas do molusco
Conus que bloqueiam o nAChR, alguns dos residuos “funcionais” sao encontrados nas mesmas posi¢oes
que nas O - neurotoxinas das serpentes (ADAMS & OLIVERA 1994). Estes dados indicam que parte
importante do sitio funcional de ligacao ao nAChR situa-se na segunda alga da toxina. A regido da
segunda alca de NXH8 ¢é pouco similar a segunda al¢a das neurotoxinas fracas. O mesmo ocorre, em

relagdo as toxinas homdlogas as neurotoxinas longas de Bungarus (veja a FIGURA 09).
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O Sitio Funcional da Erabutoxina a e da a- Cobratoxina em Comparacao

com NXHS8

Esses residuos ditos “funcionais” das o - neurotoxinas estao todos voltados para o lado concavo da
toxina e perfazem uma superficie quase contigua de 300 A” da molécula de erabutoxina a (CORFIELD et
al., 1989). Eles podem desempenhar papel duplo, interagindo diretamente com a superficie da
subunidade o do nAChR ou, sendo fundamentais para a estrutura da molécula ou para o
posicionamento dos residuos que realmente interagem com o receptor. Diversos desses residuos tiveram
seu papel funcional estudado por meio de modificagdes quimicas das cadeias laterais (Revisto por ENDO
& TAMIYA 1987 e 1991). A erabutoxina a é uma O - neurotoxina curta que teve seu sitio de ligagao ao
receptor muscular de acetilcolina totalmente delineado por mutagénese sitio dirigida (PILLET et al.,1993;

TREMEAU et al., 1995).

Recentemente uma o - neurotoxina longa (0t - cobratoxina) também teve o sitio funcional determinado
pelo mesmo método (ANTIL et al., 1999). Os residuos que compdem esse sitio cobrem uma drea de 880
A’. Como as o - neurotoxinas longas e curtas bloqueiam o nAChR do Torpedo e do musculo de
mamiferos ¢ de se esperar que o sitio de ligagao das duas toxinas compartilhem um conjunto similar de
residuos. No entanto, as O - neurotoxinas longas também se ligam receptores neuronais tipo 7. J4 se
sabia que uma O - neurotoxina longa atipica de apenas 69 residuos e sem a ponte dissulfeto extra na
ponta da segunda al¢a (LSIIl do veneno de Laticauda semifasciata) liga-se apenas ao receptor muscular e
ndo tem afinidade pelos receptores neuronais. Foi demonstrado por substitui¢ao por Alanina que as
duas cisteinas, que formam a ponte dissulfeto localizada na ponta da segunda al¢a das o - neurotoxinas
longas, sdo as responsdveis pela capacidade de ligagio aos receptores neuronais homopentaméricos

(SERVENT et al., 1997; 1998). Estas cisteinas localizadas nas posi¢oes 32 ¢ 36 estabilizam uma pequena
alfa hélice essencial para a ligacio ao receptor neuronal tipo 7. Os residuos de aminodcidos

importantes para a seletividade e afinidade pelos receptores tipo 7 também foram elucidados por

mutagénese sitio dirigida (ANTIL-DELBEKE et al., 2000).

De maneira geral, o sitio de ligacao das o - neurotoxinas longas por ambos os receptores se sobrepoem,
compartilhando alguns aminodcidos em um nicleo comum, refletindo a semelhanga que existe entre as

subunidades que compdem os receptores neuronais e musculares (ANTIL-DELBEKE et al., 2000;
SERVENT et al., 2000). Outros estudos de mutagio sitio dirigida foram efetuados em uma o -

neurotoxina curta, a toxina o de Naja mossambica mossambica (Nmm | - ACKERMANN & TAYLOR 1997;
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ACKERMANN et al., 1998) e com a O - neurotoxina longa, 0. - bungarotoxina (o - BGTx - ROSENTHAL et
al., 1999).

Baseados nesses dados de mutagao sitio dirigida, alinhamos na FIGURA 37, NXH8 com a erabutoxina a
(Ea) e com a O - cobratoxina (0Cbt). Os residuos “funcionais” que quando mutados causam um
decréscimo na afinidade pelo receptor nicotinico muscular estio assinalados por uma escala de cores
(calculada pela divisio das constantes de dissocia¢io: K, mutante/K, nativo). Os residuos que quando
mutados baixam a afinidade mais de 100 vezes sio indicados em vermelho. Os que reduzem a afinidade
entre 10 e 100 vezes sao indicados em laranja e aqueles que reduzem a afinidade entre 5 e 10 vezes sio

mostrados em amarelo. Alguns residuos tém diferengas na afinidade pelos dois sitios ligantes no
receptor, descriminando um sftio de alta afinidade e um sitio de baixa afinidade, respectivamente a 0.0 e
oy. Todos os valores citados para os mutantes da erabutoxina a sao baseados em PILLET et al. 1993 ¢
TREMEAU et al., 1995, e os valores citados para os mutantes de O - cobratoxina em relagio ao receptor

muscular e neuronal 07 estao em ANTIL et al., 1999; ANTIL-DELBEKE et al., 2000 ¢ SERVENT et al., 2000.

Os residuos importantes sao mostrados nos modelos tridimensionais de cristalografia das toxinas:
erabutoxina a (Ea) e O - cobratoxina (0ICbt) nas figuras subseqiientes. E podem ser comparados com os
residuos que sio compartilhados no modelo virtual de NXH8 com ambas as moléculas. O
posicionamento dos rotdmeros das cadeias lateral pode nao representar o melhor ajuste, pois o modelo
de NXH8 tem fins meramente ilustrativos. Analisamos cada posi¢ao no alinhamento, comparando os
residuos conservados entre Ea, 0Cbt e NXH8. Os mutantes apresentam indicado o nimero do residuo na
cadeia da toxina. Nas figuras esses nimeros estio indicados e entre parénteses indica-se a posi¢ao
absoluta no alinhamento, por nés utilizados (FIGURA 07 e/ou 37). Para efeito de comparagio sempre

usaremos as posicoes absolutas do alinhamento. Desta forma, serd possivel comparar com qualquer
outra seqiiéncia aqui alinhada. A seguir, detalhamos cada posi¢io mutada na erabutoxina a ¢ na o -

cobratoxina e comparamos com a mesma posi¢ao em NXH8. Esses dados devem ser acompanhados com

a FIGURA 37.

A Primeira Alc¢a.
A posigao 03 contém a cisteina conservada em todas as toxinas que faz ponte dissulfeto com a cisteina
da posi¢ao 26. Na posi¢ao 04 encontra-se em 80% das o - neurotoxinas Phe ou Tyr. NXH8 apresenta

Lys nessa posi¢ao. Mutagoes dessa posi¢ao tanto em Ea quanto em OCbt nao afetaram a afinidade pelo
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receptor. A posicao 06 ¢ caracteristica de NXH8, pois apresenta a cisteina que faz ponte dissulfeto com

outra na posi¢ao 11. As O - neurotoxinas tipicas nao apresentam essa ponte dissulfeto.

Na posi¢ao 07 é comum as O - neurotoxinas curtas apresentarem asparagina, tal como ocorre em NXH8.
Mas mutacbes nessa posi¢aio em Ea também nio afetaram a afinidade. A posi¢ao 08 é ocupada por
fenilalanina em NXH8 e histidina em Ea. O mutante EaHOBA causa um decréscimo de até seis vezes na
afinidade pelo nAChR muscular. Essa redugao talvez no seja devida a uma interagio direta da posigao
07 com a subunidade o1 do receptor de acetilcolina, pois a cadeia lateral estd voltada para o outro lado
da molécula na Ea (FIGURA 38). Por essa razao esse residuo ¢ indicado em azul para NXH8 na FIGURA
37. Essa redugdo na afinidade pode ser devida a proximidade com residuos muito mais importantes
nessa regido da alga das O - neurotoxinas curtas, e que nio estdo presentes em NXH8 ou na O -

cobratoxina.

Na posi¢ao 09, o mutante EaQO7L tem uma afinidade pelo nAChR muscular 23 vezes menor. Na
posicao 10 a mutagdo conservativa EaS08T causa um decréscimo de 780 vezes na afinidade pelo AChR.
Dependendo do sitio de ligacao considerado, ary ou 0.9, a queda na afinidade varia de 10 a 1190 vezes.
Todas as o - neurotoxinas curtas conhecidas tém serina na posi¢ao 10. J4 80% o - neurotoxinas longas
apresentam Thr ou Ser na mesma posi¢do. Tal como as O - neurotoxinas longas, NXH8 apresenta uma
treonina na posicao 10. Entretanto, o mutante aCbtT10A tem a mesma afinidade que a 0(Cbt nativa pelo
nAChR muscular. Dados de ressonincia nuclear magnética indicam que a treonina da o -
bungarotoxina nessa mesma posi¢ao interage com o nAChR (BASUS et al., 1993). Portanto, é possivel

que essa treonina da posigio 10 desempenhe algum papel na afinidade pelo nAChR muscular. Essa

posicao ¢ indicada em azul para NXH8 na Figura 37 e em lilds no modelo da FIGURA 41.

A posicao 11 ¢é caracteristica para NXH8 por estar presente a cisteina que faz ponte com a posigao 06. A
posicao 12 é importante nas O - neurotoxinas curtas, pois o mutante EaQ10A apresenta uma afinidade
210 vezes menor ao receptor. Aqui também existe seletividade por sitios de alta e baixa afinidade no
nAChR (reduzindo a afinidade em 13 vezes em oy e 522 em 1d). Nem NXH8 nem as 0. - neurotoxinas

longas tém residuos equivalentes na posi¢io 12.

Aparentemente a posi¢ao 10 é de extrema importincia para as O - neurotoxinas curtas, mas nao o é para
as longas. Entretanto, essa queda de 780 vezes da afinidade do mutante EaS08T tem de ser mais bem
explicada uma vez que a cadeia lateral dessa serina aponta para o lado convexo da molécula e, portanto,
ndo deve interagir com a superficie do nAChR muscular (Veja no modelo da FIGURA 38). A despeito de
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serina e treonina apresentarem o mesmo grupo hidroxila, a mutagao nao pode ser considerada
funcionalmente equivalente, uma vez que causa um decréscimo de 780 vezes na afinidade. Dados
estruturais indicam que o mutante EaS08T nio teve sua estrutura tercidria modificada em relagao a
toxina nativa (TREMEAU et al., 1995). Na erabutoxina essa serina ocupa a posi¢ao 7+ da folha B, ou

seja, estd entre as glutaminas que ocupam respectivamente, as posigdes i e 7+3 da folha B. Portanto, a
razao dessa serina da posigao 10 ser tao importante é estar entre as duas glutaminas da posi¢ao 09 e 12.
Note ainda que esse residuo nao descrimina entre o sitio de alta afinidade e baixa afinidade, afetando de
maneira global a afinidade da erabutoxina a pelo nAChR muscular, o que ¢ mais um indicativo de que
este residuo nao estabelece contatos com a cadeia do receptor. A treonina conservada na posigao 10,
presente nas O - neurotoxinas longas e na NXH8 (indicado em lilis na FIGURA 41), nao desempenha o

mesmo papel, pois essas toxinas nao apresentam as glutaminas tao importantes das posi¢oes 09 e 12.

Portanto, a Erabutoxina a mostrou de forma inusitada que seu sitio de ligagio ao nAChR inclufa trés
residuos variantes que nio eram compartilhados com as @ - neurotoxinas longas. Esses residuos estao
todos na primeira al¢a, nas posi¢oes 09, 10 e 12. Coincidentemente é a regiao aonde as O - neurotoxinas
longas exibem diversas dele¢oes e onde NXH8 apresenta a sua ponte dissulfeto extra e duas inser¢des. De
maneira geral, essa regido tdo importante paras as O/ - neurotoxinas curtas, nao ¢ importante para a
ligagao das o - neurotoxinas longas a0 nAChR muscular. Além disso, as o - neurotoxinas longas nio
apresentam essa regido tdo ordenada quanto as curtas. Inclusive, nao existe estrutura em folhas - B na
primeira alga das neurotoxinas longas. O modelo virtual de NXH8 apresenta duas folhas 3 antiparalelas
na primeira alga. Essas folhas - B sio interrompidas pela ponte dissulfeto entre as posigoes 06 e 11.

Desta forma, a extremidade da primeira alca de NXH8 parece ser menos ordenada e formar um 4ngulo

em relagdo a dire¢ao tomada pela primeira al¢a das neurotoxinas curtas (FIGURAS 38, 39A e 41).

Na posigao 17 encontramos residuos carregados positivamente na maioria das O - neurotoxinas. NXH8

apresenta uma arginina. Entretanto os mutantes EaK15A e 0(CbtK12E nao alteraram sua afinidade pelo
receptor. A posi¢ao 19 ¢ conservada em todas as toxinas, pois se encontra nesta posi¢ao, a cisteina que
forma uma ponte dissulfeto com a cisteina 47. NXH8 e erabutoxina a tem um residuo glutamato na
posicio 23, mas o mutante EaE21A ndo apresentou decréscimo na afinidade. Na posigio 22
encontramos um residuo de glicina invariante presente nio sé nas neurotoxinas como também nas

citotoxinas. A posi¢ao 26 também ¢ invariante por ser a posi¢ao da cisteina que faz ponte com a cisteina

03.
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A Segunda Alca
A posigao 27 ¢é ocupada por tirosina em NXH8 e em todas as toxinas da familia. Este residuo tem
importincia estrutural muito grande. O mutante OCbtY21A acarreta a formagao de uma proteina
recombinante que nio pode ser enovelada. J4 o mutante conservativo 0CbtY21F nao produz queda de
afinidade pelo receptor. O mutante similar EaY25F tem 4 vezes menos afinidade pelo receptor. Dados
anteriores (ENDO & TAMIYA 1991) mostravam que esta posigao faz uma ponte de hidrogénio com um
residuo de Glu/Asp na posigao 44 em todas as O - neurotoxinas. Assim a conservagio das posigoes 27 e
44 podem refletir um papel nio somente estrutural, mas funcional, uma vez que a posi¢ao 44 s6 ¢é
conservada nas neurotoxinas. Assim a mutagao de tirosina por fenilalanina impede a formagao dessa
ponte de hidrogénio entre as posi¢bes 27 e 44. Chama a atengao que este residuo aromdtico ¢ um dos
que se justapdem aos anéis aromdticos da estrutura do curare. Portanto, nio se descarta a hipétese de
que pelo menos nas o - neurotoxinas curtas, esse residuo invariante também tenha um papel funcional

interagindo com o nAChR muscular.

A posigao 29 ¢ ocupada por lisina em todas as O - neurotoxinas curtas e longas e deve desempenhar
importante papel funcional. O mutante EaK27E tem afinidade pelo receptor muscular 175 vezes menor.
A afinidade pelo sitio 0 cai 350 vezes e por ay, 31 vezes. O mesmo tipo de mutante 0.CbtK23E reduz a
afinidade pelo receptor em 14 vezes (2 vezes pelo 0y e 28 vezes pelo 08). A mesma lisina da posigao 29
quando mutada para alanina em Nmm | (0 - neurotoxinas curta) provocou uma diminuigo de 10 vezes
na afinidade pelo nAChR do musculo de camundongo expresso transientemente em células HEK 293

(ACKERMANN & TAYLOR 1997) e, quando a carga é revertida pela mutagio para glutamato, a constante
de dissociagao aumenta drasticamente (ACKERMANN & TAYLOR 1997). A mesma posi¢ao foi também

mutada para alanina em o - bungarotoxina. Essa mutagio reduz 9 vezes a afinidade da o - BGTx pelo

receptor do Torpedo e 34 vezes a afinidade pelo receptor do musculo do camundongo, expresso em

o6cito (ROSENTHAL et al., 1999). Os dados de ACKERMANN et al., 1998 indicam que esta lisina da
posicao 29 interage com pelo menos trés residuos da subunidade ot do receptor de acetilcolina (Tyr190,
Pro197 e Asp200) no sitio de alta afinidade 0td. NXH8 apresenta na posi¢io 29 uma treonina, o que

possivelmente deve afetar negativamente a afinidade pelo nAChR muscular. Entretanto, NXH8 também

apresenta na posi¢ao 28 outra lisina (mostrado em azul na FIGURA 37). Pode ser que espacialmente esta
Lys28 desempenhe em NXH8 uma fungdo andloga a Lys29 das o - neurotoxinas. Este residuo de lisina
na posigao 29 ¢ o primeiro residuo importante compartilhado pelas neurotoxinas curtas e longas.

Entretanto, ele parece ter maior contribui¢ao para a afinidade nas o - neurotoxinas curtas. Essas

85



diferencgas na contribuigio ao sitio de ligagao também podem ser vistas observando a cor dos residuos

indicados nas FIGURAS 38 e 39A.

A posigao 31 é ocupada caracteristicamente por triptofano. Todas as O - neurotoxinas tém Trp31. O
mutante EaW29H tem 8,6 vezes menos afinidade pelo receptor e o mutante EaW29F tem uma afinidade
67 vezes menor. Jd4 o mutante 0CbtW25F tem afinidade 2,2 vezes menor e o mutante 0CCbtW25H, 3,6
vezes menor. De modo diferente do que ocorre na erabutoxina, mutagbes conservativas nio parecem
afetar muito a afinidade da o - cobratoxina pelo receptor. Entretanto, o mutante CbtW25A tem uma
afinidade 11 vezes menor pelo nAChR muscular quando comparado com a toxina nativa. A mesma
mutagdo também reduz em 6 vezes a afinidade pelo receptor neuronal tipo 7. Uma das principais
diferengas entre as 0L - neurotoxinas longas e as toxinas neuronais (K - neurotoxinas nio se ligam ao
nAChR muscular) é a presenga de glutamato nessa posi¢io. Quando a ¥ - bungarotoxina tem o
glutamato dessa posi¢ao mutado para triptofano, a afinidade pelo nAChR do musculo aumenta 5 vezes
(FIORDALISI et al., 1994). Na 0.Cbt mutagdes conservativas da posi¢ao 31 em fenilalanina e histidina nao
alteram a afinidade pelo nAChR. Portanto, o papel funcional do Trp31 deve estar associado ao cardter
aromdtico. Tanto nas O - neurotoxinas curtas quanto nas longas, esse residuo aromdtico pode ser
importante para o posicionamento dos residuos das posigoes 33 e 39 quando a carga for oposta. NXH8

apresenta também triptofano na posi¢io 31, mostrado em verde na FIGURA 37.

A posi¢io 33 ¢é outra das posi¢des que apresenta um residuo de aspartato conservado apenas nas o -
neurotoxinas. O mutante EaD31H tem 46 vezes menos afinidade pelo nAChR muscular (1,57 vezes
menos pelo sitio 0y e 284 vezes menos afinidade pelo 03). O mutante CbD27R tem 31 vezes menos
afinidade pelo nAChR; jd pelo receptor 07 a afinidade cai 50 vezes. Note que essa posi¢ao desempenha
papéis diferentes na erabutoxina e na o - cobratoxina no que diz respeito 2 seletividade pelo sitio de alta

e baixa afinidade. Nas neurotoxinas longas o residuo nao descrimina os dois sitios. NXH8 apresenta uma

asparagina nessa posi¢ao, mostrada em verde na FIGURA 37. As mutagdes conservativas substituindo

aspartato por asparagina tanto na erabutoxina quanto na O - cobratoxina nio afetaram a afinidade pelo

nAChR.

Na posi¢ao 35 as O - neurotoxinas apresentam um residuo aromdtico conservado (His, Phe ou Trp).
Histidina é mais freqiiente nas neurotoxinas curtas e fenilalanina nas longas. Entretanto, algumas
poucas O - neurotoxinas apresentam treonina nesta posi¢ao (MEBS & CLAUS, 1991). NXH8 apresenta

uma histidina nessa posi¢ao, mostrada em verde na FIGURA 37. O mutante EAF32L tem uma afinidade
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7 vezes menor pelo nAChR muscular e o mutante 0CbtF29L, uma afinidade 12 vezes menor. J4 pelo

receptor 07, o mutante OCbtF29A apresenta uma afinidade 74 vezes menor.

A extremidade da segunda al¢a nas o - neurotoxinas longas ¢ peculiar devido a presenga de duas
cisteinas que fazem uma ponte dissulfeto entre as posigoes 32 e 36 (Veja a FIGURA 39B e 40). Esta ponte
estabiliza uma pequena alfa — hélice na ponta da segunda alca das neurotoxinas longas que estd
implicada na seletividade e afinidade pelo receptor neuronal homopentamérico 07. As o - neurotoxinas
curtas nio reconhecem esses receptores neuronais. Quando essa ponte ¢ reduzida ou as cistefnas sio

mutadas para serinas, a afinidade pelo nAChR muscular nao ¢ alterada. Mas a afinidade pelo receptor
neuronal tipo 07 cai 14 vezes. Ainda implicado na afinidade pelo 0.7 estd uma alanina na posigao 34. O
mutante 0CbtA28G tem 6 vezes menos afinidade pelo receptor que a toxina nativa. Note-se que as O -

neurotoxinas curtas tem uma dele¢ao nessa posigao, mas NXH8 apresenta uma treonina.

A posicao 39 é ocupada por arginina nas O - neurotoxinas, apenas uma neurotoxina longa apresenta
uma lisina no lugar. NXH8, Ea e 0.Cbt, apresentam arginina nesta posi¢gao. O mutante EaR33K tem 25
menos afinidade pelo nAChR muscular, o mutante EaR33E tem uma afinidade 318 vezes menor. A
afinidade pelo sitio oty cai 11 vezes e a afinidade pelo 0d cai 690 vezes. O mutante EaR33Q tem uma
afinidade 187 vezes menor. De maneira similar, esta posi¢ao ¢ critica para a Nmm | (ACKERMANN &
TAYLOR 1997). A mesma posi¢ao, quando mutada na O - bungarotoxina para alanina, causa um
decréscimo na afinidade pelo nAChR do 7Zorpedo de 90 vezes (ROSENTHAL et al., 1999). Na o -
cobratoxina esta posi¢ao parece ser fundamental. O mutante 0.CbtR33E tem uma afinidade 767 vezes
menor pelo nAChR e 339 vezes pelo a7. E digno de nota que quando a ¥ - bungarotoxina (toxina
neuronal) tem essa arginina mutada para alanina, a capacidade de ligacao ao receptor ganglionar do
subtipo 0132 ¢ perdida (FIORDALISI et al., 1994). Na Nmm | essa arginina, juntamente com a lisina da
posicdo 29, interage com a valina-188 da subunidade o1 do receptor (ACKERMANN et al., 1998). A
importincia deste residuo confirma a suposicio de KARLSSON (1979) de que ela mimetize 0 amonio

quaterndrio da acetilcolina, ocluindo o sitio de ligagio da acetilcolina no receptor. A FIGURA 37 mostra

esse residuo em verde para NXH8.

A posi¢io 40 é ocupada por uma glicina em todas as o - neurotoxinas. Este residuo, quando mutado na
erabutoxina a para uma serina, provoca uma queda de 7 vezes na afinidade pelo receptor. No entanto,

esse mutante tinha grandes distor¢oes conformacionais. O seu papel deve ser estrutural. A posi¢ao 41

ndo é importante para a liga¢ao ao nAChR muscular, mas o mutante 0(CCbtK35A tem uma afinidade pelo
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07 11 vezes menor. Entretanto a cadeia lateral deste residuo aponta para o lado convexo da molécula.

(FIGURA 39B). NXH8 tem leucina nesta posigao.

A posicao 42 ¢ ocupada arginina ou lisina em algumas o - neurotoxinas. O residuo é especialmente
conservado nas neurotoxinas longas. NXH8 apresenta arginina nesta posi¢do, assim como a O -
cobratoxina. J4 a erabutoxina a, tal como muitas das O - neurotoxinas curtas, apresenta uma isoleucina
nesta posi¢ao. O mutante CbtR36A tem uma afinidade 7,5 vezes menor pelo AChR e 16 vezes menor
pelo receptor neuronal 7. De forma interessante, o mutante Eal36R tem a afinidade pelo nAChR
aumentada em 7 vezes. Esse residuo que quando ¢ mutado em arginina causa um incremento na

afinidade, estd indicado para a erabutoxina em lilds no alinhamento da FIGURA 37 e também no modelo

da FIGURA 38. A posigao estd indicada em verde para NXH8 na FIGURA 37.

A posi¢ao 44 apresenta aspartato ou glutamato nas O - neurotoxinas. NXH8 e O - cobratoxina
apresentam aspartato e a erabutoxina a apresenta glutamato. O mutante EaE38Q tem a mesma afinidade
pelo receptor que a toxina nativa, indicando que a carga negativa nao ¢ essencial. J4 o mutante EaE38L
tem uma afinidade 25 vezes menor. Possivelmente, esta posi¢ao faz uma ponte de hidrogénio com a
tirosina da posi¢ao 27 (ENDO & TAMIYA 1991). Entretanto, o mutante 0(CbtD38L tem a afinidade

reduzida em somente 2,6 vezes e o mutante 0CbtD38N nao tem alteragdo na afinidade. Isto indica que a

carga nao ¢ essencial. No caso da o - bungarotoxina, quando o glutamato desta posi¢ao é mutado em
alanina também nio ocorrem altera¢des de afinidade pelo receptor (ROSENTHAL et al., 1994). J4 o
mutante 0CbtD38R, em que se introduz uma reversao da carga, tem um decréscimo importante de 35
vezes na afinidade. Isto parece indicar que a posi¢ao 44 tem alguma intera¢o com o receptor, ainda que
nao se possa explicar como. Por essa razdo, a importincia do residuo desta posi¢o ¢ indicada como
duvidosa para o - cobratoxina e mostrada em azul no alinhamento da FIGURA 37 e em lilds no modelo

da FIGURA 39A. Para NXH8 este residuo ¢ indicado em verde na FIGURA 37.

A posigao 46 ¢ ocupada por uma glicina conservada em todas as toxinas da familia é um residuo
invariante estrutural. A posi¢ao 47 também apresenta a cisteina que faz ponte com a posigao 19. A
regiao das posigoes de 48 a 50 distingue as O~ neurotoxinas curtas e longas. As curtas tém apenas um
residuo de glicina na posicao 48 e as longas, o tripleto Ala-Ala-Thr. Obviamente esta diferenga nao tem

implicagoes na afinidade pelo receptor de acetilcolina.
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A Terceira Alca

A posigao 51 ¢é ocupada pela cisteina conservada em todas as toxinas e faz ponte dissulfeto com a
posicao 63. A posi¢ao 52 ¢ ocupada por prolina na maioria das toxinas da familia. O mutante EaP44V
tem uma queda na afinidade pelo receptor de 3 vezes. Este residuo nao faz contato com o receptor, mas
a mutagdo pode distorcer a estrutura da toxina. A posicao 54 ¢ especialmente conservada nas o -
neurotoxinas e muitas apresentam treonina e valina nas posi¢des 53 e 54. Porém, mutagdes nessas

posicdes nao afetam a afinidade pelo nAChR muscular.

A posicao 55 é ocupada por lisina ou raramente arginina nas O - neurotoxinas. O mutante EaK47A teve
a afinidade pelo receptor reduzida em 32 vezes. O mutante EaK47E teve um decréscimo na afinidade de
176 vezes. Esta posigio também descrimina os dois sitios ligantes oy e 00, a afinidade cai
respectivamente 11 e 313 vezes. Da mesma maneira, este residuo ¢ importante na 0. - neurotoxina Nmm
| (ACKERMANN et al., 1998). J4 na O - cobratoxina, a mutag¢ao da lisina em glutamato reduz a afinidade
em 29 vezes, sendo que a afinidade pelo sitio oty cai 3 vezes e pelo sitio 0d cai 52 vezes. Este residuo,
entretanto, nao ¢ importante para a ligagao ao receptor o7. NXH8 também tem esta lisina na posi¢o 55,

que estd indicada em verde na FIGURA 37. Este é o tnico residuo importante, tanto para as O -

neurotoxinas curtas e longas, presente na terceira alga.

Os demais residuos entre as posi¢oes 56 a 72, quando parecem ser conservados apenas nas O -
neurotoxinas, nao mostram diferencas na afinidade pelo receptor quando mutados. Outros que sao
muito conservados, como Leu/Ile/Val/Thr59, Ser/Thr66, Asp/Asn/Glu68, tém papel eminentemente
estrutural e n3o tém intera¢ao com o nAChR muscular. Mas quando mutados distorcem a conformagao
da molécula. Fazem parte dessa regiao a cisteina da posi¢ao 63 que faz ponte com a posigao 51 e as

cisteinas das posi¢oes 64 ¢ 71, também envolvidas na formagao de uma ponte dissulfeto.

A Cauda C-terminal.
A posicao 73 situada na cauda C-terminal das o - neurotoxinas longas nio tem correspondente em
NXH8 e nas O - neurotoxinas curtas. Entretanto, contribui para a ligagao da o - cobratoxina ao nAChR

do musculo e ao neuronal 07. O mutante (CbtF65A tem a afinidade reduzida cerca de 7 vezes pelo

nAChR e 16 vezes pelo o7.

89



Residuos Importantes para Ligacao ao nAChR Muscular.
Em resumo, levando em conta as posi¢oes absolutas do alinhamento, na erabutoxina a e provavelmente
para as demais O - neurotoxinas curtas, 10 aminodcidos s3o importantes para a afinidade ao receptor de

acetilcolina do musculo ou do érgio elétrico do Torpedo. Pela ordem de importincia essas posigoes sao:

Ser10 > Arg39 > GIn12 > Lys29 > Lys55 > Trp31 > Asp33 > Glu44 > GIn09 > Phe35.

Entretanto, a posi¢ao 42 na erabutoxina pode ser mutada para arginina e aumentar a afinidade, razio
pela qual é mostrada em lilds na FIGURA 38. Os residuos aromdticos das posicoes 08 e 27 ainda que
quando mutados causam redugoes de 4 e 6 vezes na afinidade pelo receptor, nio interagem diretamente
com ele, pois suas cadeias laterais apontam para a face convexa da molécula. Entretanto, como seu papel

foi discutido anteriormente, sio mostrados em amarelo na FIGURA 38.

Oito residuos sao importantes para a ligagiao da o - cobratoxina ao nAChR muscular. As posicoes, pela

ordem de importincia sao:

Arg39 > Lys55 > Asp33 = (Asp44)> Lys29 > Phe35 = Trp31 >Arg42 > Phe65.

A posi¢io 44 ¢ ddbia e parece ser mais importante para as curtas. Somente uma total reversio de carga é

capaz de diminuir a afinidade pelo receptor, por isso estd indicado em lilds na FIGURA 39A.

Portanto, as O - neurotoxinas longas e curtas compartilham um ntcleo comum de aminodcidos
importantes para a liga¢o ao receptor muscular. As posi¢bes importantes sao: Lys29; Asp33; Arg39;
Lys55. Menos importantes sao Trp31 e Phe35. As principais diferengas entre as O - neurotoxinas curtas
e longas é quanto 2 presenga de uma arginina na posi¢ao 42, que parece nio importar nas neurotoxinas
curtas, mas tem implicagbes para as neurotoxinas longas. A presenca de Asp/Glu na posi¢ao 44 parece

ser mais importante para neurotoxinas curtas que para as longas. Mas a diferenca fundamental diz
respeito A primeira alca. Na o - cobratoxina e provavelmente nas demais longas, a primeira alga ¢
indiferente a mutagio e ndo parece interagir com o receptor. J4 para as O - neurotoxinas curtas a
primeira al¢a ¢ critica. Em compensa¢io a cauda C-terminal das o - neurotoxinas longas parece ser

importante para a liga¢io ao receptor.
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NXH8 tem os Principais Residuos do Sitio Funcional de Ligacao das o -

Neurotoxinas ao nAChR

NXH8 tem todos os residuos do ndcleo principal para a ligagado a0 nAChR muscular, importantes tanto

para as 0. - neurotoxinas curtas quanto para as 0. - neurotoxinas longas. Essas posi¢oes sao:

Lys28; Trp31; Asn33; His35; Arg39; Arg42; Asp4d4 e Lys55.

Esses residuos s3o destacados em vermelho na FIGURA 41. Na primeira al¢a de NXH8 ¢ indicado em lil4s
a treonina — 10, que estd em posi¢ao andloga a das o - neurotoxinas longas e pode interagir com o
nAChR muscular (BASUS et al., 1993). As O - neurotoxinas curtas tém serina nesta posi¢ao entre as
glutaminas que sdo criticas para a ligagio a0 nAChR muscular. Entretanto, tal como as o - neurotoxinas
longas, NXH8 nio apresenta os residuos da primeira al¢a que sao especificamente importantes para as
curtas. Também nao apresenta o residuo especifico da cauda C-terminal das o - neurotoxinas longas.
Por outro lado, NXH8 apresenta a arginina da posi¢io 42, que aumenta a afinidade das curtas pelo
receptor e estd presente nas longas. Apresenta também aspartato na posicao 44, que tem papel relevante
nas curtas, mas nao parece ser importante nas longas. Assim, NXH8 parece ter caracteristicas

compensatdrias nessas posigoes. Na posicdo 33 mutagdes conservativas substituindo aspartato por

asparagina nio afetam a afinidade pelo nAChR. Se a lisina da posi¢io 28 de NXH8 puder desempenhar o
mesmo papel daquela presente na posigao 29 das o - neurotoxinas curtas e longas, teremos um total

oito cadeias laterais similares 4s encontradas nas o - neurotoxinas.

Estas evidéncias podem explicar porque o soro anti — rNXH8 ¢ capaz de bloquear a ligagao das o -
neurotoxinas do veneno de M. corallinus ao nAChR. Uma vez que o sitio funcional de ligagao ao
receptor é compartilhado por NXH8 e por outras O - neurotoxinas, sejam elas longas ou curtas, ¢
provdvel que existam nesse soro, anticorpos capazes de ligarem-se a esse epitopo composto
principalmente por aminodcidos da segunda alga dessas toxinas. Esses anticorpos, ao se ligarem nessa

regiao impedem a interagao com o receptor de acetilcolina de maneira eficiente.

Pelas mesmas razoes, ¢ possivel que a prépria NXH8 se ligue a0 nAChR muscular como fazem as outras
o - neurotoxinas. E possivel também que NXH8 se ligue a receptores neuronais tipo 0.7. Ainda que
faltem as caracteristicas fundamentais da extremidade da segunda alga das o - neurotoxinas longas que
conferem a propriedade de ligacao ao 07, boa parte do sitio funcional de ligagio é comum a ambos os

receptores (SERVENT et al., 2000). Isso ¢ facilmente observado na FIGURA 40. Seis residuos na o -
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cobratoxina quando mutados causam sensivel decréscimo na afinidade tanto pelo nAChR de Zorpedo
quanto pelo receptor neuronal homopentamérico tipo 7. Os residuos que afetam a afinidade por
ambos os receptores com igual poténcia estdo nas posi¢des Trp31; Asp33 e Arg39 no alinhamento e
também estdo presentes em NXH8. Estes residuos sao mostrados em vermelho no modelo da FIGURA 40.
Os outros trés residuos afetam a afinidade pelo receptor 007 com mais intensidade que no nAChR e sio
os das posigoes Phe35, Arg42 e Phe73, que estao mostrados em roxo no modelo. O dltimo ¢ um
residuo da cauda C-terminal e, portanto nio estd presente em NXH8. Dois residuos da o - cobratoxina

descriminam dois sitios de alta e baixa afinidade pelo nAChR. Isto é uma evidéncia de que esses

residuos nao estdo implicados no reconhecimento de receptores neuronais formados por uma tnica
subunidade, como ¢ o caso do 07. Estes residuos sao as lisinas que ocupam as posigoes 29 e 55. Nio
afetam a ligagdo ao 017 e sio mostradas em amarelo no modelo da FIGURA 40. NXH8 também possui
ambos os residuos. Estes residuos sio importantes para que o sitio de baixa afinidade oy seja

reconhecido. Os residuos que estdo envolvidos na seletividade pelo o7 sio mostrados em azul no
modelo da FIGURA 40. Note que a lisina da posi¢ao 41 e as cisteinas envolvidas na ponte dissulfeto
entre as posi¢oes 32 - 36 tém suas cadeias laterais apontando para a face convexa da toxina que nio ¢
considerada funcionalmente importante para a interagio com o nAChR muscular (PILET et al., 1993;

TREMEAU et al., 1995; ACKERMANN & TAYLOR, 1997; ANTIL et al., 1999). Esta ¢ uma das principais
diferengas entre as O - neurotoxinas curtas e longas. NXH8 ndo apresenta essa pequena alfa — hélice, nem
essa ponte dissulfeto e a leucina na posi¢ao 41. Entretanto, na posi¢io 34, de modo diferente das o -
neurotoxinas curtas que tem uma dele¢ao, NXH8 tem uma treonina no lugar da alanina presente nas o -

neurotoxinas longas. Portanto, um sitio funcional de ligagdo e seletividade por um receptor colinérgico

pode ser bastante similar.

Recentemente, UTKIN et al., 2001 relataram que uma neurotoxina fraca (TXWW NAJKA “Weak
neurotoxin tryptofan-containing’ de Naja kaouthia) é um antagonista atéxico dos receptores neuronais
07 e do nAChR muscular. Essa toxina fraca tem 300 vezes menos afinidade pelo nAChR muscular

quando comparada com a neurotoxina longa o - cobratoxina. O mesmo ocorre quando comparada com
. . . . . 125
uma neurotoxina curta de Naja oxiana (neurotoxina Nox Il). As o - neurotoxinas competem com I~ - o
. — -9
- bungarotoxina pelo receptor em concentragdes na ordem de nmol/L (10” mol/L). A TXWW NAJKA em
~ -6 . . .
concentragdes da ordem de p.mol/L (10" mol/L). Entretanto, a toxina fraca foi capaz de se ligar a
subunidade o7 expressa em E. coli com afinidade compardvel com a o - cobratoxina, respectivamente
4,3 € 9,1 w.mol/L. J4 a neurotoxina curta Nox Il nio se liga ao receptor 07 mesmo em concentragoes

superiores a 100 wmol/L. Além disto, a TXWW NAJKA foi capaz de inibir os receptores musculares
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nicotinicos de rato e 07 humano expressos em odcitos de Xenopus na concentragao de 8,3 mol/L. Com
uma eficiéncia levemente maior inibiu os receptores tipo 07 de rato. As neurotoxinas longas como o -
cobratoxina e O - bungarotoxina inibem esses receptores em concentragbes de 10 nmol/L. Mas a
capacidade de inibigao desses receptores por TXWW NAJKA ¢ compardvel a exibida pela toxina Iml do
molusco Conus imperialis. Por outro lado, a ligacio de Iml ao receptor 07 ¢ facilmente revertida,
enquanto a ligagio de TXWW NAJKA mantém o bloqueio por mais de 1 hora, de maneira similar as o -
neurotoxinas longas. Este dado parece implicar que a TXWW NAJKA tem heterogeneidade

conformacional. Essa mudanga na conformagiao de TXWW NAJKA pode ser induzida antes ou apds a

ligagdo ao receptor.

Verificou-se que essa toxina (TXWW NAJKA) interage com 07 de maneira similar s O - neurotoxinas
longas, ainda que com afinidade 100 vezes menor. Entretanto, essa toxina nio tem a quinta ponte
dissulfeto que estabiliza a alfa — hélice da ponta da segunda al¢a, essencial para que as O - neurotoxinas
longas reconhegam o receptor 07 (SERVENT et al., 1997) e para que as K - neurotoxinas reconhe¢am o
receptor 032 (GRANT et al., 1998). Nio existe alfa hélice na estrutura cristalogréfica da bucandina
(KUHN et al., 2000) nem na estrutura dinimica da candoxina (PARVARTHY et al., 2001). Entretanto,
uma hélice estd presente em CD59 sé que na terceira alga. Lynx-1 tem uma pequena hélice na ponta da

primeira al¢a, mas esse dado se baseia apenas em modelagem, jé que nio existem dados de ressonincia

ou cristalografia (MIWA et al., 1999).

Outra neurotoxina com o mesmo padrdo estrutural (XXX9 NAJAT, NNA2 ou TA-NA9 de Naja atra)
também foi funcionalmente caracterizada (CHANG et al., 2000a). Essa toxina mostrou-se efetiva em
bloquear nAChRs musculares de sapo de maneira compardvel com a o - neurotoxina curta cobrotoxina
de Naja atra (NXS1 NAJAT). A XXX9 NAJAT inibe os receptores e bloqueia a contragao muscular em
concentra¢des de 1 wmol/L. A cobrotoxina faz 0 mesmo em concentragoes de 0,7 wmol/L. O modelo
estrutural de XXX9 e os dados de dicrofsmo circular mostraram que a sua estrutura ¢ menos rica em
folhas B - pregueadas. A molécula é menos ordenada e deve apresentar heterogeneidade conformacional

que pode ter implicagdes na sua atividade bioldgica.

A candoxina (CADO BUNCA) também parece se ligar aos nAChRs do musculo esquelético de galinhas e
bloquear a transmissao do impulso colinérgico na jungao neuromuscular (NIRTHANAN et al., 2001). Por
outro lado, os mesmos autores reportam que a candoxina pode agir em sinergia com uma

acetilcolinesterase.
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Quando NXH8 é comparada com essas neurotoxinas fracas, verificamos que a principal diferenca estd na
regiao da segunda al¢a. Enquanto NXH8 tem vdrios residuos idénticos ou similares nas mesmas posi¢oes
que os aminodcidos que desempenham papel funcional no sitio de ligagao das o - neurotoxinas pelo
nAChR, essas neurotoxinas fracas nao apresentam a maioria desses residuos. A presenga destes residuos
na seqiiéncia de NXH8 a distingue das neurotoxinas fracas das Najas e dos demais homdlogos de

neurotoxinas longas encontrados nos venenos dC serpentes dO género Bungﬂms.

No mesmo veneno de Naja atra é encontrada uma seqiiéncia homdloga com a qual, XXX9 NAJAT
compartilha 66,2% de similaridade, mas cuja atividade neurotéxica desse homdélogo é 4 vezes menos
potente (4 tmol/L). Tanto em XXX9 quanto TXWW as caracteristicas das O - neurotoxinas longas ou
curtas estdo faltando. As diferencas no que diz respeito principalmente a segunda al¢a s3o pronunciadas.
Parece, portanto, que a especificidade e seletividade de uma toxina com estrutura em trés digitos nao
depende apenas da natureza quimica (carga e hidrofobicidade) e distribui¢ao de grupos funcionais, mas
depende também da conformagio e da mobilidade conformacional das al¢as que compéem o padrio
estrutural em trés digitos. Talvez esta estrutura menos ordenada sujeita a mudangas conformacionais
seja importante para que uma gama maior de subtipos de receptores de acetilcolina possa ser

reconhecida. Isto pode ter relagao com o tipo de presa comum na dieta da serpente.

Chama a atengdo o fato de que XXX9 seja capaz de bloquear o receptor do musculo do sapo tao bem
quanto uma neurotoxina curta. A baixa toxicidade neste caso seria apenas em relagdo ao receptor
muscular de mamiferos. Isto pode refletir uma seletividade pelo receptor de acetilcolina da presa, uma
vez que os receptores musculares nicotinicos de acetilcolina entre as espécies, apesar de homdlogos, nao
s3o totalmente similares quanto a seqiiéncia de residuos de aminodcidos. Com freqiiéncia os ensaios
toxinolégicos sao realizados em camundongos por serem animais fdceis de manter, apresentarem vdrias
linhagens com fins diversos e porque muitas serpentes predam roedores. Entretanto, para serpentes de
dieta especializada que predam anfibios, peixes, aves, lagartos e outras serpentes, as caracteristicas
toxinoldgicas, farmacoldgicas ou fisioldgicas de seus venenos podem ser obscurecidas ao fazerem-se
ensaios em roedores que nao sio a presa habitual da dieta da serpente. Isto é particularmente verdade no
caso de elapideos. Algumas dessas serpentes podem ter dietas muito especializadas. Assim Bungarus
multicinctus é uma cobra de hdbitos semi - fossoriais que se alimenta exclusivamente de outras serpentes.
Naja naja tem uma alimentagao eclética constituida de roedores, lagartos, sapos, ras e aves. J4 Naja
sputatrix se alimenta apenas de anfibios e lagartos. Laticauda semifasciata alimenta-se exclusivamente de

peixes (LIM & LEE 1989).
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MARQUES & SAZIMA, 1997 relatam que a dieta de M. corallinus é especializada. 69,3 % da dieta ¢
composta por Anfisbenideos, principalmente o lagarto dpode Leposternon microcephalum (51,1%).
Entretanto, M. corallinus também se alimenta de anfibios gimnofionos do género Caeciliidae (9,6%),
outros lagartos (12,6%) e serpentes (8,5%). E possivel também que M. corallinus prede pequenos
mamiferos neonatos que ainda nio formaram completamente a sua estrutura dssea e por essa razio nio

existam registros desse conteddo estomacal.

Recentemente, JORGE da SILVA & AIRD 2001 compararam a toxicidade dos venenos brutos de 15
espécies de corais. A toxicidade foi calculada para camundongos e para as presas mais comuns da dieta
dessas serpentes. Os venenos mostraram-se mais téxicos para as espécies de presas normalmente
encontradas na dieta do que para outras espécies que nio sao as presas normais da dieta da cobra. Assim
sendo, o veneno de M. corallinus tem para camundongos uma LD, = 0,2 ug/g (i.m.) e 0,04 ug/g (i.v.).
Jd para Amphisbaena cunbhai a LD, = 0,06 ng/g (i.m.) e 0,04 pg/g (i.p.). De todas as espécies de
Micrurus estudadas, o veneno de M. corallinus é o mais téxico para camundongos, mas é 3 vezes mais
potente para a presa natural da sua dieta, como ¢ o caso dos anfisbenideos (lagartos dpodes fossérios). O
veneno de M. corallinus é 2,5 a 20 vezes mais téxico para camundongos que os venenos das outras
Micrurus. Para anfisbenideos o veneno de M. corallinus é 5 a 10 vezes mais potente que os venenos das
outras Micrurus. Caracteristicamente, M. corallinus é a tnica espécie de Micrurus que se alimenta de
lagartos, anfibios e serpentes. Portanto, seu veneno deve conter uma misceldnea de toxinas capazes de
cobrir os receptores alvos em presas tao diversas. Talvez por essa razio seu veneno seja tdo téxico para
mamiferos como camundongos, ndo porque estes sejam presas habituais, mas porque o veneno de M.
corallinus é uma mistura de diversas toxinas. Com relagio aos hdbitos alimentares, toxicidades
especificas para as presas e perfis enzimdticos, as espécies de Micrurus se dividem em 5 grupos principais.
Segundo JORGE da SILVA & AIRD 2001, as corais aqudticas que se alimentam de peixes como M.
surinamensis formam um grupo em separado. Seis populagbes de M. lemniscatus também formam um
grupo em separado que se subdividem em corais que predam outras serpentes e anfisbenas e aquelas que
se alimentam de anfisbenas e peixes. O terceiro grupo, o qual ¢ relacionado ao veneno de Naja naja, é
formado pelas serpentes que se alimentam de anfisbenideos e serpentes (¢ formado por diversas
populacoes de M. pyrrhocryptus, M. brasiliensis, M. frontalis). Outro grupo ¢é aliado ao veneno de
Bungarus multicinctus ¢ é composto pelas espécies de Micrurus que se alimentam apenas de serpentes
(M. ibiboboca, M. spixii, M. altirostris, M. nigrocinctus e M. baliocoryphus). O quinto grupo é composto
de serpentes cujos venenos que se mostram muito peculiares ¢ ndo podem ser ajustados a nenhum
outro. Este inclui M. fulvius (EUA), M. albicinctus e M. corallinus. Estes dados também confirmam que
o veneno de M. corallinus tem caracteristicas dnicas que nao sao compartilhadas com as outras serpentes

do género.
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E possivel que NXH8 seja capaz de reconhecer e bloquear com alta seletividade e afinidade algum subtipo

de receptor especifico da ordem Squamata e/ou da ordem Anura. Entretanto, ainda que baseado em
modelo, a estrutura de NXH8 parece ser bastante ordenada e rica em pontes [ - pregueadas de maneira

bastante similar as O - neurotoxinas curtas. Portanto, nio deve ter a heterogeneidade conformacional
observada nas duas neurotoxinas fracas analisadas (XXX9 e TXWW). O modelo de NXH8 sugere uma
estrutura rica em folhas B - pregueadas que fixam e orientam o posicionamento de diversos residuos
responsdveis por interagdes proteina / proteina e, portanto, deve ser seletivo para um alvo especifico.
Ainda que nio existam evidéncias, ¢ possivel também que NXH8 forme até mesmo dimeros funcionais

orientados em sentidos opostos pela folha  longa que se estende na terceira alga. O fato de que NXH8

possui os mais importantes residuos funcionais do sitio de ligagio das o - neurotoxinas ao nAChR
muscular é uma forte evidéncia que atue em um receptor de acetilcolina. As evidéncias do ensaio de
ligagao do veneno com o soro anti - rNXH8, demonstram claramente que NXHB8 elicita a formagio de
anticorpos que reconhecem e neutralizam as O - neurotoxinas do veneno de M. corallinus que
bloqueiam o nAChR muscular em mamiferos. Possivelmente, NXH8 deve se ligar ao nAChR do
musculo esquelético de mamiferos com maior seletividade e afinidade que as neurotoxinas fracas. Isso
ndo impede que NXHB8 seja capaz de reconhecer outro alvo especifico, principalmente em outras espécies

de presas.

Nosso trabalho mostra, que o uso de técnicas de biologia molecular para a caracterizagao bioquimica de
venenos ¢ uma abordagem promissora, principalmente quando o componente téxico nunca foi isolado
no veneno. Indmeros dados podem ser obtidos j4 da seqiiéncia primdria de uma espécie molecular. A
fun¢ao de uma toxina desconhecida pode ser predita alinhando essa seqiiéncia com outras que estdo
bioquimicamente caracterizadas. A divisio de uma familia em subtipos pode ser acompanhada por uma
andlise filogenética baseada nas propriedades fisico — quimicas dos aminodcidos. Em geral, os subtipos
funcionais correlacionam com os ramos dessa drvore. Isto ¢ particularmente verdade quando diversos
aminodcidos bem conhecidos conferem especificidade funcional, enquanto os residuos estruturais sao
muito conservados. Essa abordagem pode refletir apuradamente a fun¢ao dos subtipos em um grupo. E
predizer assim a potencial caracterizagdo funcional de toxinas desconhecidas norteando futuros ensaios

experimentais.

As técnicas de biologia molecular também permitem que se possa produzir produtos em quantidade que
antes eram dificeis de ser trabalhados devido as escassas quantidades de material bruto. Possibilitam
também a manipulagio da seqiiéncia introduzindo dele¢des, inser¢des ou a substitui¢ao de qualquer

residuo especifico na toxina a fim de criar novos variantes com nova seletividade e propriedades. Pode
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inclusive, transformar toxinas em ferramentas tteis de laboratério para serem utilizadas em neurologia,
fisiologia e até mesmo em processos biotecnolégicos. Devido a alta seletividade e afinidade pelos seus
alvos as toxinas podem ser usadas para localizar e descriminar esses alvos. Acopladas a proteinas diversas
em forma de fusao, podem adquirir propriedades tteis e atuar como moléculas — repérteres, capazes de
serem usadas em diversos ensaios de ligacao e reconhecimento de outras espécies moleculares e até

mesmo substituir ensaios radiativos (GILLET et al., 1992).

Além disso, a caracterizagio molecular das toxinas ¢ importante para entendermos seus mecanismos de
a¢do e pode ainda contribuir para gerar um soro contra o veneno de M. corallinus de melhor qualidade e
especificidade. O atual soro policlonal contém anticorpos dirigidos contra todos os componentes do
veneno, sejam eles tdxicos ou nao. Soros mais especificos tem maior poténcia, reduzindo os efeitos
colaterais associados com a soroterapia (MENEZ, 1991). Podemos verificar que ¢ possivel usar produtos
recombinantes para produzir anticorpos neutralizantes especificos para os constituintes tdéxicos do
veneno. Conhecer quais sdo esses constituintes e quais suas fungdes no veneno ¢é importante para
planejar quais antigenos devem ser usados para produzir soros neutralizantes eficientes. A biologia
molecular das toxinas permite ainda atenuar os efeitos téxicos sem que se percam as propriedades
imunogénicas, transformando toxinas em toxdéides (FROMEN-ROMANO et al., 1997) que sio mais

facilmente manipulados e aumentam a vida ttil dos animais imunizados para a produgao de soro.

Este parece ser o caso da proteina NXH8 recombinante expresso como toxdide pela construgio
pRSETC-nxh8M. Representa um resultado importante deste trabalho, do ponto de vista

biotecnolégico, para o Instituto Butantan.

No caso especifico de NXH8 e toxinas similares como NXH1, importa elucidar suas fungdes bioldgicas.
Em geral os alvos fisiolégicos das toxinas carecem de antagonistas seletivos e de alta afinidade capazes de
distinguirem novos subtipos de receptores. Caracterizar novas toxinas pode trazer avangos importantes e
insuspeitados nos mais diversos campos. Isto é particularmente real no caso das toxinas em forma de trés
digitos, que mostra ser um padrdo estrutural apto a suportar as mais diversas variagoes nas atividades

funcionais.

Este padrao estrutural revela-se parte de uma abrangente familia nao apenas de toxinas de serpentes, mas
também de diversos receptores celulares como o CD59 que se liga a proteinas do complemento
inibindo o complexo litico (FLETCHER et al., 1994), ou o receptor para o ativador de plasminogénio do
tipo uroquinase (PLOUG & ELLIS, 1994) ou, ainda, a classe de antigenos Ly-6, que sio expressos em

muitas células do sistema imune e participam de indmeros processos de adesdo e reconhecimento,
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ativacao de linfécitos e migracao de leucdcitos (GUMLEY et al., 1995; HANNINEN et al., 1997). Portanto,
novas fungdes com importantes implicagoes fisiolégicas podem ser reveladas. E o caso do peptideo

neuromodulador Lynx-1 (MIWA et al., 1999) ou da proteina de olfagio ODR-2 (CHOU et al., 2001).

Tais moléculas com estrutura em trés digitos podem revelar novos subtipos de receptores, tal como vem
acontecendo com as toxinas muscarinicas (BRADLEY, 2000; JERUSALINSKY et al., 2000). Novas
atividades até entao inauditas podem surgir como a atividade pré — sindptica de bucandina (KUHN et al.,
2000). O sistema colinérgico estd implicado em importantes fungoes, incluindo memdria, atencao,
aprendizado, ciclos de vigilia e sono (CHANGEUX et al., 1998), perda da fun¢io colinérgica central
desempenha papel importante no declinio cognitivo associado a idade e a doengas degenerativas com o
Alzheimer (GEULA, 1998). Assim, a descoberta de novas toxinas com afinidade por novos receptores de
acetilcolina sempre terd alto impacto, o que torna excitante e recompensador trabalhar em um campo

com tdo vastos horizontes.

98



CONCLUSOES

A proteina NXH8 pode ser expressa apenas na forma madura em £. coli e pode ser purificada usando-
se cromatografia em Ni”" — Sepharose.

NXH8 ¢ uma toxina da Familia de Trés Digitos expressa na glindula de veneno M. corallinus
reconhecida pelo soro anti — elapidico do Instituto Butantan.

rNXH8 pode ser utilizada como antigeno em camundongos produzindo anticorpos que reconhecem
NXH8 e que tem reatividade cruzada com rNXH1 e vice versa em ELISA e Western Blot.

O soro anti — rNXH8 contém anticorpos que reconhecem uma proteina no veneno de M. corallinus,
M. frontalis altirostris, Dendroaspis angusticeps e Bungarus multicinctus. Em contraposi¢ao, o soro anti
- INXH1 ¢ especifico para o veneno de M. corallinus.

NXH8 tem toxinas similares presentes nesses venenos ou compartilha epitopos estruturais com outras
toxinas presentes nesses venenos.

O veneno de M. corallinus tem componentes e caracteristicas especificas em comparagio aos
venenos das outras Micrurus.

O veneno de M. corallinus tem componentes que apresentam afinidade pelo nAChR do musculo.

O soro feito em camundongos anti — rNXH8 impede a ligagio dos componentes pds — sindpticos do
veneno de M. corallinus a0 nAChR da membrana do musculo esquelético. Em contraposi¢ao o soro
anti — rNXH1 nio neutraliza esses componentes.

NXH8 pode ligar-se ao préprio nAChR ou compartilha um epitopo funcional com as o -
neurotoxinas do veneno de M. corallinus. Dessa maneira, o soro produzido contra NXH8 seria capaz

de neutralizar essas O - neurotoxinas.

10. NXH8 possui os principais aminodcidos que compdem o sitio funcional de uma o - neurotoxina.
11. Nao se exclui que NXH8 possa ter outro alvo receptor ainda nio definido.

12. NXH8 recombinante nio apresenta atividade téxica ou foi expresso na forma de um toxdide.
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FIGURA 01: Micrurus corallinus. Foto: M. Freiberg.

A: Denticao aglifa (Boa constrictor).

C: Denticao proteroglifa (Micrurus frontalis).

FIGURA 02: Denticdo das Serpentes.

Observar em 2C a dentigdo das corais.
Adaptado de Marques et al., 2001. D: Denticéo solendglifa (Bothrops jararaca).
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FIGURA 03: Toxinas de serpente com estrutura em trés digitos e seus alvos.

A classe de toxinas de serpentes com estrutura em trés digitos, s&do pequenas proteinas de 60 a 70 aminoacidos
organizadas em trés algas ricas em folhas B-pregueadas, que emergem de um nucleo formado por 4 pontes dissulfeto.
Apesar desse padrao estrutural muito conservado, essas toxinas tém diversos alvos especificos causando diferentes
acoes farmacoldgicas. As o-neurotoxinas atuam na juncdo neuromuscular bloqueando os receptores musculares de
acetilcolina. Outras sdo especificas para certos receptores neuronais. Algumas atuam inibindo a enzima
acetilcolinesterase. Outras tém afinidade por certos tecidos, causando dano tecidual e despolarizacdo das membranas, tal
como as cardiotoxinas.
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FIGURA 04A: Modelos estruturais de algumas proteinas em forma de trés digitos.

Os modelos representam toxinas de serpentes elapidicas expressas nas glandulas de veneno.
Em amarelo sdo mostradas as pontes dissulfeto.
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NXH8 de Micrurus corallinus Bucandina de Bungarus multicinctus

quinta ponte quinta ponte

quinta ponte

a ponte
-’

Lynx1 de Mus musculus CD59 de Homo sapiens

FIGURA 04B: Modelos estruturais de algumas proteinas em forma de trés
digitos com quinta ponte dissulfeto na primeira alca.

Os dois modelos na parte superior, sdo toxinas de serpentes elapidicas expressas nas
glandulas de veneno. Os dois modelos inferiores sdo os dominios extracelulares de
proteinas de mamifero ligadas as membranas celulares por uma ancora GPI. Lynx1 é
expresso no cérebro e CD59 em linfécitos. Em amarelo sdo mostradas as pontes dissulfeto.
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01 - 05 Regido 5'nédo traduzida
06 - 68 Seqliéncia codificante para o peptidio sinal (21 residuos)
69 - 263 Sequéncia codificante para o peptidio maduro (65 residuos)

264 - 471 Regido 3' ndo traduzida

Sinal de poli adenilagédo

FIGURA 05: Organizagao do cDNA do clone nxh8 obtido de uma biblioteca de cDNA da
glandula de veneno de Micrurus corallinus. (# AJ344067).
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FIGURA 07: Alinhamento de toxinas elapidicas com estrutura em trés digitos.

ESCORE
100
50 100%

50 50%

SEQUENCIAS aal|
10 0%
M.corallinus BLOSUM 62
NXH8 MICCO 65 | % Similar
Homélogos 1
NTL1 BUNMU 66 70
CADO BUNCA 66 70
NXLH BUNMU 66 68
Homdlogos 2
NXGB BUNMU 68 52
NXDP BUNMU 68 50
Neurotoxinas
Fracas
TXW5 NAJNA 62 60
TXW4 NAJME 65 53
TXW1 NAJHH 65 54
TXW3 NAJAT 65 52
TXW6 NAJNA 65 53
Bucandina
BUCA BUNCA 63 45
TX64 DENJA 63 38
Neurotoxinas
Longas
NXL1 NAJKA 71 57
NXLA BUNMU 74 52
NXL1 NAJHC 72 57
NXL1 ASPSC 68 63
Neuronais
NXL1 BUNMU Lifs - ——— &~ 66 45.7
NXL2 BUNFL | RTSLA-———3- 66 47.1
Muscarinicas
TXMA DENPO 66 42
TXM7 DENAN 66 39
TXM1 DENAN 65 42
Sinergisticas
TS81 DENAN TEMSE - - KLY DV ST A DEYe e - VRSN T - K- ——————-—— 62 43
TS24 DENJA FEMGE -~ ELYD VF e TR A D D Dlec — VEee g - pF - — - ———— -~ ~ 62 47
TSYI, DENAN TEMGE- - KLYDV e Thudei=r 2 [ B Ve — VRS- n e g - - — — - — — 65 49
Cardiotoxinas
CX9H HEMHA 63 53
CX04 NAJAT 60 43
CX01 NAJMO 60 39
Neurotoxinas
Curtas
NXS1 LATSE 62 55
NXSB NAJAT 61 64
NXS1 MICNI 60 58
NXS1 NAJOX 61 64
M.corallinus
NXH1 MICCO 57 42
Fasciculinas
TXF7 DENAN — - SHT 61 39
TXAC DENPO — - SHT 61 42
Inibidores de
Agregacao
MAMB DENJA 59 34
TX51 DENJA 61 35
Bloqueadores
de Canais Ca
TXCA DENPO | RI[Ev--T SLERATKT v—— —FI —-—= EYISE —TWEY QT E S {5~ B RS~ — — = —— — 60 42
TXF2 DENPO | RIgv--3 ALEPRATET v—— —FI ——— QYISE — T (T B (O = — [ P — — — — —— — 60 43
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Legendas das FIGURAS 07 e 08: Seqiiéncias utilizadas no alinhamento e

no dendrograma

NXH8 MICCO - peptideo maduro de “Neurotoxin Homolog 8”, Micrurus corallinus. (AJ344067)

Homélogos 1 de O - Neurotoxinas Longas:
NTL1 BUNMU - peptideo maduro de “Neurotoxin-like protein” Bungarus multicinctus (Q9YG19). CADO

BUNCA - “Candoxin” B. candidus (P81783) NXLH BUNMU - peptideo maduro de “Long Neurotoxin
Homolog” B. multicinctus (P15818).

Homélogos 2 de O - Neurotoxinas Longas:
NXGB BUNMU - “y- Bungarotoxin” B. multicinctus (QOW796). NXDP BUNMU - peptideo maduro de “0-

protein toxin” B. multicinctus (012963).

Neurotoxinas Fracas:

TXWS5 NAJNA - “Weak Neurotoxin 57 Naja naja (P29179). TXW4 NAJME - “Weak Toxin S4C11” .
melanolenca (P01400). TXW1 NAJHH - “Weak Toxin CM-11” N. haje haje (PO1401). TXW3 NAJAT -
peptideo maduro de “Probable Weak Neurotoxin NNAM3” N. atra (Q9YGI1). TXW6 NAJNA — “Weak
neurotoxin 6” V. naja. (P29180).

Bucandina:
BUCA BUNCA - “Bucandin” B. candidus (P81782). TX64 DENJA — “Toxin S6C4” D. jamesoni kaimosae
(P25882).

O - Neurotoxinas Longas:

NXL1 NAJKA - “Alpha-Cobratoxin” N. naja kaouthia. (P01391). NXLA BUNMU - “Alpha-Bungarotoxin”,
B. multicinctus (P01378). NXL1 NAJHC - “Long Neurotoxin III” N. haje anchietae (P01389). NXL1
ASPSC - “Toxin S4C6” Aspidelaps scutatus (P25670).

Toxinas Neuronais:
NXL1 BUNMU - “K - Bungarotoxin” B. multicinctus. (P01398). NXL2 BUNFL — “K - Flavitoxin” B.
Sflaviceps flaviceps (P15815).
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Toxinas Muscarinicas:
TXMA DENPO - “Muscarinic Toxin - 07, D. polylepis polylepis (P80494). TXM7 DENAN — “Muscarinic
Toxin 77 D. angusticeps (P80970). TXM1 DENAN - “Muscarinic Toxin 17 D. angusticeps (P81030).

Toxinas Sinergfsticas:
TS81 DENAN - “Protein C8S2 Chain 1”7 D. angusticeps (P01410). TS24 DENJA — “Toxin S2C4 chain 17 D.
jamesoni kaimosae (P01407). TSYL DENAN - peptideo maduro de “Synergistic-Like Venom Protein” D.
angusticeps (P17696).

Cardiotoxinas:
CX9H HEMHA - “Cytotoxin Homolog 9B Hemachatus haemacharus (P24778). CX04 NAJAT -

“Cardiotoxin IV’ N. naja atra (P01443). CX01 NAJMO - “Cardiotoxin XIIB” N. mossambica mossambica
(P01467).

0 - Neurotoxinas Curtas:
NXS1 LATSE - “Erabutoxin A”, Laticauda semifasciata (P01435). NXSB NAJAT — “Cobrotoxin B” V. naja
atra (P80958). NXS1 NAJOX - “Oxiana alpha neurotoxin” N. oxiana (P01427). NXS1 MICNI — “Short

neurotoxin alpha” Micrurus nigrocinctus (P80548).

NXH1 MICCO - peptideo maduro de “Alpha Neurotoxin Homolog 17 Micrurus corallinus (QOPUBY).

Fasciculinas:

TXF7 DENAN- “Acetylcholinesterase Toxin F-VII” D. angusticeps (P01403). TXAC DENPO -
“Acetylcholinesterase Toxin C” D. polylepis polylepis (P25681).

Inibidores de agregacao plaquetdria:
MAMB DENJA - “Mambin”, D. jamesoni kaimosae (P28375). TX51 DENJA — “Toxin S5C1” D. jamesoni
kaimosae (P01413).

Bloqueadores de canais de cdlcio tipo - L:
TXCA DENPO - “Calciseptine” D. polylepis polylepis. (P22947). TXF2 DENPO — “Toxin FS-2” D. polylepis
polylepis (P01414).

Grupo externo:

LYNX MOUSE - peptideo maduro de “lynx1” Mus musculus (Q9WVC2).
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Legendas das FIGURAS 09 e 10: Seqliéncias utilizadas no alinhamento e

no dendrograma.

Quando conhecidas, as LD 50 Para camundongos das toxinas estao indicadas.

Bucandina:
BUCA BUNCA: “Bucandin” de Bungarus candidus (P81782). TX64 DENJA: “Toxin S6C4” de
Dendroaspis jamesoni kaimosae LD = 10 mg/kg IV. (P25682).

O - Neurotoxina curta:

NXS1 LATSE: “Short Neurotoxin 1 - Erabutoxin a” de Laticauda semifasciata, LD = 0,15 mg/kg I. M.

50)

(P01435).

Neurotoxinas fracas:

TXW3 NAJAT: Peptideo maduro de “Weak neurotoxin 3” NNA3 de Naja atra (Q9YGI1). TXW5 NAJNA:
“Weak Neurotoxin 5” de Naja naja (P29179). TXWB NAJHA: “Weak Toxin CM-13B” de Naja haje
annulifera LD = 4,86 mg/kg (P01399). TXW4 NAJME: “Weak Toxin S4C11” de Naja melanoleuca
LD , > 20 mg/kg L. V. (P01400). TXW1 NAJHH: “Weak Toxin CM-11" Naja haje haje LD , = 13,4
mg/kg SC. (P01401). TXW6 NAJNA: “Weak Neurotoxin 6” de Naja naja (P29180). TXWK NAJAT:

(50)

Peptideo maduro de “K - Cobrotoxin Weak toxin Precursor” de Naja atra (093422). TXWO NAJNI:

“Weak Toxin CM-10 de Naja nivea LD = 16 mg/kg 1. V. (P25680). TXW7 NAJNA: “Weak
neurotoxin 77 Naja naja, (P29181). TXW8 NAJNA: “Weak neurotoxin 8” de Naja naja (P29182).

(50)

TXWW NAJKA: “Weak Tryptophan-Containing Neurotoxin” de Naja naja kaouthia (P82935). TXW9
NAJKA: “Weak Toxin CM-9A” de Naja naja kaouthia, LD
peptideo maduro de “Weak Neurotoxin Isoform 17 de Naja sputatrix (042256). WTX3 NAJSP:
Peptideo maduro de “Weak Neurotoxin Isoform 3” de Naja sputarrix (042255). WTX2 NAJSP:

= 82 mg/kg (P25679). WTX1 NAJSP:

(50)

Peptideo maduro de “Weak Neurotoxin Precursor” de Naja sputatrix (QOW714). WTX4 NAJSP:
Peptideo maduro de “Weak neurotoxin 9 Isoform” de Naja sputatrix (QOW713). WTX4 NAJNA:
Peptideo maduro de “Neurotoxin NNA4” de Naja naja (QOYGI7). XXX9 NAJAT: Peptideo maduro de
“Weak neurotoxin TA-N9” (NNA2) de Naja atra (QOYGI4).
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O — neurotoxinas longas:

NXL1 NAJKA: “Long neurotoxin 1 - o Cobratoxin” de Naja naja kaouthia LD ; = 0.1 mg/kg S. C.

50)

=0,3

50)

(P01391). NXLA BUNMU: “ alpha neurotoxin 1 - a Bungarotoxin” de Bungarus multicinctus LD

mg/kg S. C. (P01378).

Homdlogos de neurotoxinas longas 2:
NXDP BUNMU: Peptideo maduro de “d - Neurotoxin Precursor” de B. multicinctus (012963). NXD2
BUNMU: peptideo maduro de “Neurotoxin-Like Protein Precursor” de B. multicinctus (Q9YGH9).

NXGB BUNMU: Peptideo maduro de “y - Bungarotoxin Precursor” de B. multicinctus LD , = 0,15

(50)

mg/kg (QIW796).

NXH8 MICCO: Peptideo maduro de “Neurotoxin Homologue 8 precursor” de Micrurus corallinus.
(AJ344067)

Homédlogos de neurotoxinas 1:
CADO BUNCA: “Candoxin” de Bungarus candidus (P81783). NXLH BUNMU: Peptideo maduro de
“Long Neurotoxin Homolog Precursor” de Bungarus multicinctus (P15818). NTL1 BUNMU: Peptideo

maduro de “Neurotoxin-like protein 1”7 de Bungarus multicinctus (QOYGI9).
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Acc |
Sal |
Xba |
BamH |
Sma l
Ava |
Kpn |
Sac |
EcoR 1

Pst|
Hind 1l

Nae |

pGEM3Zf-nxh8

Nde |

Sca l

5' Nao traduzida

Sequéncia para o peptidio sinal
Sequéncia codificante

3' Nao traduzida

Cauda Poli A

FIGURA 11: Clone nxh8 no vetor pGEM3Zf(+).

A sequéncia de cDNA nxh8 foi clonada na orientacéo reversa em relacéo ao promotor T7 do
vetor pGEM3Zf(+) no sitio de Hinc Il. O plasmidio pGEMS3Zf - nxh8 foi utilizado para gerar os
demais vetores de expressao, contendo a sequéncia nxh8.
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Acc | S S
Sall N N o
Xba | =- _ I 8
Pstl BamH | P@LTTI=5E O N
Hind 111 Sma | TAnz2E e | 2 &
Ava | /2 2 o
Kpn | = &
Sac | {b\
EcoR| L
Nae |
pGEM3Zf- nxh8
Nde |
Scall Scal
EcoR |
Pst |
EcoR | EcoR | Inserto Pst |
Pt T W
. —>
»
Acc |
Sall /|
Xba |
BamH | ~
Sma | %
Ava | o
Kpn | L _
Sac | + %
EcoR | % o
Hind Il Nhe | & IiJ
Nde | — ® o =
Xba | = X X P
o o
I m o m [an]
< — — — —
= L L L L
a (2] (0] (2] (2]
e hd e e
< o o o o

6,0Kb

4,4Kbl
2,3Kb~_
N B ) 2,0Kb/ ™~
Regido 5' Nao traduzida
Sequéncia para o peptidio sinal I
0,5Kb

Sequéncia codificante
Regido 3' N&o traduzida
Cauda Poli A" Scal

FIGURA12: O vetor pRSET B-SSnxh8

O plasmidio pGEM3Zf - nxh8 foi digerido com EcoR | e Pst | e a sequéncia de nxh8foi clonada
em pRSET B nos mesmos sitios, gerando o vetor de expressdo pRSETB - SSnxh8. Este
plasmidio pode expressar a sequéncia inteira do precursor de NXH8 incluindo a sequéncia
sinal (SSnxh8). O vetores recombinantes foram selecionados por analise de restricdo com
dupladigestdo EcoR1ePstl. SPC: Sitio policlonal. SRL: Sitio de ligagao ao ribossomo.
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Acc |
Sal |
Xba |

Pst|
Hind 11l

BamH |
Small
Ava |
Kpn |
Sac |
EcoR |

Nae |

Oligo 3’: M13/pUC Universal reverso

Oligo 5’: Insere sitio de BamH | e hibridiza na regido 72 a 92 de nxh8.

BamH 1
GGG ATC CTT GAA TGT AAG ATA TGC AAC TTC

I L E @ K I C A F

Xba |
PCR BamH | BamH |
Kpn |
EcoR |

Produto de PCR

pGEM3Zf-V8

Nde |

Hind Il 2706

Scall

Xba |
BamH |
Xho |
Pst |
Kpn |
EcoR |
Hind 11l

Xba | ~570 pb Scal

pRSET C - nxh8M
3,3 kb

Scal

BamH |

5' Nao traduzida

Sequéncia codificante
3' Nao traduzida
Cauda Poli A"

pRSET C
2.9kb

pRSET C - nxh8R

(reverso)

pRSETC-nxh8M/Xba |
pSETC-nxh8M/ Xba | + BamH |

©
£
T
<
Z
a
<

pSETC

Scal

FIGURA 13: O vetor pRSET C - nxh8M.

O plasmidio pGEM3Zf - nxh8 foi utilizado como molde para PCR. Utilizou-se um primer que
insere um sitio de BamH | e hibridiza com a regiao 72-92 (em vermelho) do clone nxh8 e o
primer pUC/M13 reverso que hibridiza no vetor (T7/LacZ’). E amplificada apenas a
sequéncia que codifica para o peptidio maduro de NXH8 em diante. O produto de PCR
digerido com BamH | foi clonado em pRSETC no mesmo sitio. O vetor recombinante foi
denominado de pRSETC -nxh8M. O plasmidio cujo inserto estava orientado corretamente foi
selecionado por digestdo com Xba |. O vetor de expressao pRSETC - nxh8M expressa o

peptideo maduro de NXH8 com uma cauda de Histidinas N-terminal.
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Figura 14: Expressao de pRSETC-nxh8M e pRSETB-SSnxh8 em E. coli
BL21(DE3).

SDS PAGE a 15%, corado com Comassie Blue R250 com amostras de extrato total de
cultura de células bacterianas E. coli BL21(DE3) transformadas com os plasmidios
indicados. Culturas de bactéria nao transformadas e transformadas pelos vetores pRSET C
e pRSET-CAT (cloranfenicol acetiltransferase) foram utilizadas como controles da
expressao, realizada por 1 hora a 37°C com 1 mM IPTG. N - N&o induzido. | - Induzido. P -
Padréo de proteinas (Pharmacia).
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kDa
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43—
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FIGURA 15: Purificacdo por afinidade metalica da proteina recombinante
expressa pelo vetor pPRSETC-nxh8M em E. coliBI21(DE3).

SDS-PAGE a 15%, corado com Comassie Blue R250. P- Padrao de proteinas (Pharmacia) .
| - Cultura de E. coli BL21(DE3) transformada por pPRSETC-nxh8M induzida com 1 mM IPTG.
S - Sobrenadante da centrifugacédo a 12 000 rpm do lisado celular em prensa hidraulica. Pt-
Precipitado apds centrifugacéo a 12 000 rpm do lisado do french press. 8U - Material soluvel
em tampao com 8 mol/L Uréia; 50 mM Tris HCI pH8,0; 300 mmol/L NaCl. Ft - Lavagem do
material ndo adsorvido a resina (Flow Thru). A - material adsorvido a resina (beads). L -
Lavagem da coluna de cromatografia com tampao 8 mol/L Uréia; 50 mmol/L Tris HCI pH8,0;
300 mmol/L NaCl; 5 mmol/L Imidazol. E - Eluicdo com tampao 8 mol/L Uréia; 50 mmol/L
TrisHCI pH8,0; 100 mmol/L NaCl; 250 mmol/L Imidazol. A posi¢ao da proteina recombinante
(rNXH8) esta indicada pela seta.
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Expressao
E. coli BL21(DE3) x pRSETC-nxh8M
Meio LB-AMP 1 mM IPTG 37°C

3 horas de

Centrifugacéao
inducao

5 krpm, 20 minutos
A4

| Precipitado |

Ressuspensao tampao de lise
50 mmol/L Tris pH 8,0; 100 mmol/L
NaCl; 1 mmol/L PMSF; 10 mmol/L

EDTA 0,1 % Triton-X100

A 4
LISE em Prensa Francesa
21 000 psi

Centrifugacéo
7 krpm, 15 minutos
» Sobrenadante
descarte

| Precipitado |

Centrifugagao

Lavagens tampé&o de lise 7 krpm, 15 minutos

com 3 mol/L Uréia e 0,1% de

|
v

» Sobrenadante
Triton-X100 i descarte
| Precipitado |
Centrifugacao
3 Lavagens | 7 krpm, 15 minutos
50 mmol/L Tris-Cl pH 8,0; 100 v

» Sobrenadante

mmol/L NaCl; 3 mol/L Uréia i descarte
| Precipitado |
Solubilizacao . <
10 volumes 8 mol/L Uréia; Centrifugagdo

50 mmol/L Tris-Cl pH8,0; 100
mmol/L NaCl; 10 mmol/L BME

12 krpm, 15 minutos

A4

RENATURACAO
Diluicdo 1:200

Sobrenadante
8 mol/L Ureia

100 mmol/L Tris-Cl pH8,0; 150
mmol/L NaCl; 1 mmol/L Cistina; 5
mmol/L Cisteina; 10h a 4°C

Filtracao 0,22 um

p Precipitado

descarte

A4

» Precipitado

descarte

FILTRADO
v

Ni'~ Sepharose

N&o adsorvido
Lavagem 5 volumes

descarte
50 mmol/L Tris-Cl pH6,3; 100 mmol/L NaCl; 5 mmM » N&o adsorvido
Imidazol v descarte
Eluicao 250 mmol/L Imidazol > -
50 mmol/L Tris-Cl pH8,0; 100 mmol/L NaCl Y 5 Volumes FRACAO
Eluigdo IMIDAZOLICA
100 mmol/L rNXH8
FRAQAO EDTA
rNXHS8

FIGURA 16: Protocolo de Renaturacéao e Purificacdo da proteina recombinante

rNXH8 expressa pelo vetor pRSETC-nxh8M em E. coli BL21(DE3) em
cromatografia de afinidade metalica por Niquel-Sepharose.
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Fracdes Eluidas

rNXH8

Kba o ep L2 15 E'BsA
94¥' 4

67 — e—— =

N

30— —

20 '
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14
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Figura 17: Purificagao da proteina recombinante rNXH8 expressa por pPRSETC-
nxh8Mem E. coliBL21(DE3) apds protocolo de renaturacéo.

SDS-PAGE 15% corado por Comassie Blue R250 das fragdes purificadas apds o protocolo
de renaturacdo e purificacdo indicado na figura anterior. P - Padrdo de proteinas
(Pharmacia); LFP -Lisado da prensa hidraulica francesa; L - Lavagem 5 mmol/L Imidazol pH
6,3; 12 - Segundo volume de eluicdo da fragdo imidazdlica; I5 - quinto volume de eluigao da
fracdo imidazdlica; E - Eluicdo da fragdo EDTA; BSA - 2 ug de BSA (Bovine Serum Albumin).
A proteina recombinante purificadarNXH8 estaindicada pela seta.
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FIGURA 18: Formacao de agregados na didlise de rNXH8 expresso por
PRSETC-nxh8M em E. coli BL21(DE3).

SDS-PAGE 15% em condi¢des redutoras (com BME) e em condigdes nao redutoras (sem
BME), corado por Comassie Blue R250. P - Padrao de proteinas (Pharmacia); 8M -

Precipitado do lisado da prensa francesa ressuspenso em tampao com 8 mol/L Uréia; 2E -
Amostra eluida em 2 mol/L Uréia e 250 mmol/L Imidazol; D - Dialise; S - Sobrenadante da

dialise; Pt- Precipitado da dialise.
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Acc |
Sal |
Xba |
BamH |
Smal |
Ava
Kpn |
Sac |
EcoR |

Pst1
Hind 11l

Oligo 3’: M13/pUC Universal reverso

Nae| Oligo 5’: Insere um sitio Kpn | e um cédon para Met na posicao -1

hibridiza na regido 69 a 89 de nxh8.
Kpn I
TCG GTA CCC ATG TTG GAA TGT AAG ATA TGC AAC

pGEM3Zf-nxh8
s v P M L E C XK I C N

Nde |

PCR
Scall
‘BamH L5114—
‘Nco I, 515
iSpel, 521
' Xba | \ 4
Kon | ‘ rBamH | Kpn |

Dupla digestao

Hind 11, 29
: BamH | + Kpn | Produto de PCR
Clal,23
EcoR 1, 5025 EcoR 1, 5449
. Clal23 Sitio de Clivagem
| ‘Hind I1I, 29 com CNBr
P BamH 1, 511
Pst1,4273 N .. Xbal, 517

5027 pb
p Nde I, 929 Pst I, 4697

\ 4

Xba I, 968 -1 (Met)

Aval, 2085

- Kpn1, 961
Sac I, 967
"EcoR 1, 973

pCP - NXH8
5451 pbs

5' Nao traduzida

Sequéncia para o peptidio sinal

Sequéncia codificante do peptidio maduro de NXH8
3' Né&o traduzida

Cauda Poli A
Ndel, 1353

Xbal, 1392

Aval, 2509

FIGURA 19: O Vetor pCP - NXH8

Usando o vetor pPGEM3Zf - nxh8 como molde para PCR. A regi&o codificante para o peptidio
maduro em diante do clone nxh8 foi amplificada. Usou-se um oligo que hibridiza para a
regido 69 a 89 do clone nxh8 (vermelho), introduz um sitio para Kpn | na extremidade 5" e um
cédon para Metionina (azul) na posicédo -1 e um oligo reverso pUC/M13, que hibridiza no
vetor. O produto de PCR foi digerido com Kpn | e EcoR | e clonado nos mesmos sitios do vetor
pCP. O vetor recombinante de expressao pCP - NXH8 expressa a toxina em fusdo com dois
dominios sintéticos (ZZ) da proteina A. A fusdo ZZ - NXH8 pode ser clivada na Metionina (-1)
utilizando-se CNBr.
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‘EcoR 1, 5449

Clal,23
‘Hind II1, 29

BamH I, 511
©_Xbal, 517

814 pbs

975 pbs

s 454 pbs
Pst 1, 4697

-1 (Met)  Kpn1, 961
S .. Sacl, 967
- _EcoR 1, 973

pCP - NXH8

473 pbs
5451 pbs

875 pbs
Ndel, 1353
Aval, 2509 Xbal, 1392
Mapa de restricado do vetor pCP - NXH8
Kpn I
+
EcoRI BamHI Xbal Ndel Clal
I | | | I | | |
(e (e} o0 (e (e
E Z Z s A Z 2
Emmmmmmmmmmﬁ
T 0O 000 000 U QY =
< o o Q 9 o o o o o o <
_/23,1Kb
9,4Kb
—___6,6Kb
— 4,4Kb
__—2,3Kb
—~ 2,0Kb
0,97Kb
0.87Kb \—
0,81Kb ——
0,56Kb —— —— 0.5Kb
0,47Kb
0,1Kb

FIGURA 20: Analise de restricdo do vetor pCP - NXH8

Foi realizada uma analise de restricao dos vetores pCP e pCP-NXH8, utilizando as enzimas
derestricao EcoR |; Kpn|+BamH I; Xba l; Nde | e Clal. Os tamanhos dos fragmentos obtidos

correspondem ao esperado para o vetor contendo o inserto codificando para a fusao
ZZNXH8.
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FIGURA 21: Expressao de pCP-NXH8 em E. coliBL21(DE3).

SDS-PAGE a 15% corado por Comassie Blue R250 com amostras de extrato total de cultura
de células bacterianas E. coliBL21(DE3) transformadas ou ndo com os plasmidios indicados.
Inducéo realizada por 1 - 2 horas a 37°C com 1 mmol/L IPTG. Os vetores pCP e pRSETC-
nxh8M foram utilizados como controles. N - Nao Induzido; 11 - Induzido 1 hora; 12 - Induzido 2
horas; P - Padrao de proteinas (Pharmacia).
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FIGURA 22: Localizacdo e solubilidade da proteina de fusdo ZZNXHS8
expressa por pCP-NXH8 e de rNXH8 expressa por pPRSETC-nxh8M em E. coli
BL21(DE3).

SDS-PAGE a 15% corado por Comassie Blue R250 com lisados de culturas de E. coli
BL21(DE3) transformadas com os vetores indicados e induzidas por 1 hora a 37°C com
1mmol/L IPTG. As culturas bacterianas foram incubadas com Lisozima e lisadas por
sonicacao. As fracdes soluveis e insoluveis foram obtidas por centrifugacao a 15 000 rpm. Sb
- Sobrenadante Soluvel; Pt - Precipitado; Son - Sonicado; P - Padrdo de proteinas
(Pharmacia).
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Figura 23: Western Blot com soro anti - elapidico do Instituto Butantan e soro
de camundongo anti - rNXH8.

Membranas de nitrocelulose com extratos de cultura induzidas de E. co/i BL21(DE3)
transformadas com os plasmidios indicados e proteina rNXH8 purificada em Ni*-Sepharose.
P - Padrao de proteinas (Pharmacia); | - Extrato total de cultura bacteriana induzida; N -
extrato total de cultura bacteriana nao induzida; rNXH8 - Proteina expressa por pRSETC-
nxh8M em E. coli BL21(DE3) purificada em resina de Ni*" -Sepharose.

A - Filtro incubado com anticorpo primario: soro equino anti-elapidico.O anticorpo secundario
foi: 1IgG caprina biotinilada anti - IgG equina (Sigma). B - Filtro incubado com soro murino anti-
proteina recombinante rNXH8, anticorpo secundario: IgG caprina biotinilada anti- IgG murina
(ImmunoSelect, GIBCO, BRL). C - Filtro em que o anticorpo primario foi omitido, anticorpo
secundario: 1gG caprina biotinilada anti - IgG murina (Sigma). O Western blot foi revelado
com PALP-Estreptoavidina/BCIP e NBT. Os soros primarios foram utilizados na diluicao
1:1000.

126



Lisado em Prensa hidraulica Francesa
da cultura induzida de
E. coli BL21(DE3) x pCP-NXH8

Centrifugacéo 5krpm, 20 min.

Y

Sobrenadante
citoplasmatico

A4
IgG-Sepharose

Tampao de Equilibrio contendo
0,1 mol/L Fosfato pH 8,0 — >
Tween 20 a 0,1%

\ 4
| Incubagso por 3ha4°C |

Lavagem com 2 volumes de Acetato
Amonio 5 mmol/L, pH 5,0 » Descarte

Incubacao por 14 h com
2 volumes de Tampao de
renaturacao contendo Fosfato 0,1 mol/L,
EDTA 5 mmol/L, GSH/GSSG 2:4 mmol/L
a 25°C

Lavagem 2 volumes 5 mmol/L Acetato
Amoénio pH 5,0 » Descarte

Y

ELUICAO
Acetato de Aménio 0,5 mol/L pH3,4

Fracdes congeladas
e liofilizadas.

rZZNXH8

FIGURA 24: Protocolo de Renaturacdo e Purificacdo da proteina de fuséao
recombinante rZZNXH8 expressa pelo vetor pPCP-NXH8 em E. coliBL(DE3) por
cromatografia de imunoafinidade IgG-Sepharose (DREVET etal., 1997).
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Lisado BL21(DE3) x pCP-NXH8

(]

[2]
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g Fracdes eluidas oy

kDa & rZZNXH8 n
% Q

4 Padl1 2 3 4 5 2

.! < Cadeia pesada

-R -~ ' & Cadeia leve

FIGURA 25: Purificacdo da proteina recombinante renaturada rZZNXHS8
expressa por pCP-NXH8 em E. coli BL21(DE3) em cromatografia de
imunoafinidade por 1gG-Sepharose.

SDS-PAGE a 12% corado por Comassie Blue R250. P - Padrdo de proteinas (Pharmacia). As

amostras eluidas da coluna a pH3,4 foram neutralizadas com Tris 250 mmol/L pH9,5. IgG
Sepharose - resina de cromatografia. As cadeias leve e pesada da |gG estao indicadas.
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EcoR 1T
i Clal
' Hind 11l

Xba |
kpn1 Inserto ( BamH |

- Digestao

BamH | + Kpn |

-1 (Met)

B “Kpnl

© Sacl
EcoR 1

pCP - NXH8

5451 pbs
.- EcoRI
/... Sacl
— Kpnl <€—
BamH| <€—
--- Xbal
--- Sall
- Pst
- Hind 1l

Aval Xba I

4591 pbs

Cédon Met (-1)

Sequéncia codificante do peptidio maduro de NXH8
3' Nao traduzida

Cauda Poli A"

Scall

pEZZ - NXH8
HI
EZZ18

pPEZZ-NXH8
5032 bps

A DNA / Hind 1l
Kpn | + Bam
Kpn | + Bam

Cla |

Clal

23,1Kb
9,4Kb
6,6Kb

44Kb =
23Kb
2,0Kb —

0,5Kb —

~1350 pbs

Clal

Scall

FIGURA 26: O Vetor pEZZ-NXH8.

O vetor pCP - NXH8 foi digerido com Kpn | e BamH | e o inserto obtido foi clonado no vetor
pEZZ18 nos mesmos sitios, resultando no vetor de expressdo pEZZ-NXH8. Este vetor dirige
a expressao da fusdo ZZ-NXHS8 para o periplasma bacteriano devido a presenca de um
peptidio sinal (SS) da proteina A. A expressao, nao indutivel, é controlada pelo promotor
LacUV5 (Plac) e pelo promotor da proteina A (Pspa).
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FIGURA 27: Expressao e Western blot da proteina recombinante expressa por
pEZZ-NXH8 em E. coliDH5q..

A) SDS-PAGE a 15% corado com Comassie Blue R250: Extratos totais de cultura bacteriana
induzida com IPTG 1mmol/L transformada com os plasmidios indicados e os respectivos
fluidos obtidos por choque osmético. P - Padrao de proteinas (Pharmacia); 1 - Indugao por 1
hora; 2 - Indugao por 2 horas; 3 - Inducao por 3 horas.

B) Western blot: membrana de nitrocelulose com os mesmos extratos totais e fluidos
osmoticos do SDS-PAGE. Primeiro anticorpo: soro equino anti - elapidico do Instituto
Butantan. Segundo anticorpo:IgG caprina biotinilada anti - IgG equina (Sigma). O Western blot
foi revelado com PALP-Estreptoavidina/BCIP e NBT. Os anticorpos primarios foram utilizados
na diluicao 1:1000 em tampao de bloqueio.
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Oligo direto: Hibridiza em pCPZZ - NXH8 na regido 1353 -1370

BamH [ Nde I
G ACG GAT CC

Oligo reverso: Hibridiza apartir do sinal de poli A" na regido
3’ ndo traduzida de nxh8 (460- 420)

EcoR I Xho 1

G CCG GAA TTC TCG AGG ATC C

© Hind NI
o mn BamH1 EcoR I BamH 1

Pst1

1 (Men) PCR
R Kpn1 Nde | BamH |
" Xho |
pCP - NXH8 o BamH | EcoR |
CO.
5451 pbs BamH |
ZZ

.

Ndel, 1353
e! 8 E
pat - 2% ra-5E & &
< =noO0o>nc® [} o
Cédon Met (-1) Touizvan Xm < > >
Sequéncia codificante do peptidio maduro de NXH8 / 5 qq}\
3'Néao traduzjda >
Cauda Poli A L
2746, BamH | —
2740, Sac |

Cla |, 3024

2737, Xho | Kpn 1 3148

2733, Bgl Il Sac I, 3154
2729 Pst | Nde |, 3067 || Ecor 1 3160
2721, Kpn |
2712, EcoR | Bgl Il, 3299

Nde [, 3540
BamH |, 3547

Nhe 1, 3603

Nde I, 3642
Xba 1,3679

Scal

PRSETB - ZZNXHS8
3740 bps

Bgl Il, 3737

o
-

1547, Scal

FIGURA 28: O vetor pRSET B - ZZNXH8

O vetor pCP - NXH8 foi utilizado como molde para PCR utilizando dois oligos que amplificam a
sequéncia codificante para a fusdo ZZ-NXH8. O produto digerido com BamH | foi clonado no
vetor pRSET B no sitio BamH I. O vetor recombinante pRSET-ZZNXH8 expressa a fusao
ZZNXH8 com uma cauda de Histinas N-terminais na forma soluvel. 131



2746, BamH | —
2740, Sac |

2737, Xho |
2733, Bgl Il
2729,Pst |
2721, Kpn |
2712, EcoR |
2705, Hind Ill

Nde I, 3067

Kpn | 3148

Sac |, 3154
EcoR |, 3160

Bgl Il, 3299

Clal, 3024

Bgl ll, 3473
Nde |, 3540
BamH |, 3547

Nhe I, 3603

Nde I, 3642
Xba 1,3679

pRSETB - ZZNXHS8
3740 bps

Bgl I, 3737

1547, Scal

pRSET - ZZNXH8

Reverso Direto
an é © Ecn é E Direto | Reverso
23,1Kb mzZz o m Zz 0O
%Egi Bglll| 2736 2736
4,4Kb 566 743
5,(3)% 264 174
’ 743 174 87
INde I| 3165 2851
566

0.5Kb 200 473 473
102 416
Clal| 3740 3740

FIGURA 29: Analise de restricdo do vetor pPRSETB-ZZNXH8

O produto de PCR foi clonado em BamH | no vetor pRSETB originando plasmidios
recombinantes com o inserto em ambas as orientacdes em relacdo ao promotor de T7. O
vetor recombinante direto, com o inserto codificante para a fusdo ZZNXH8, foi selecionado
por analise de restricdo usando as enzimas Bgl || e Nde |, baseado na correspondéncia dos
tamanhos dos fragmentos esperados. O sitio para Cla | esta presente apenas na sequéncia
codificante para NXH8.
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~ | BL21(DE3) x pRSET-CAT
BL21(DE3) x pRSETC-nxh8M
BL21(DE3) x pRSET-ZZNXH8
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FIGURA 30: Expresséo de pRSETB-ZZNXH8 em E. coliBL21(DE3).

SDS-PAGE a 15% corado com Comassie Blue R250 com extratos totais de culturas
bacterianas transformadas com os plasmidios indicados. Inducéo por 1 hora com IPTG 1
mmol/L a 37°C. Os vetores pRSET-CAT e pRSETC-nxh8M foram utilizados como
controles da expressdo. P - Padrdo de proteinas (Pharmacia); N - N&o induzido; | -
Induzido. A localizagcédo provavel da proteina recombinante (His)ZZNXH8 expressa por
pRSETB-ZZNXH8 em BL21(DE3)esta indicada pela seta.
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Lisado da Prensa hidraulica francesa da
Cultura de E. coli BL21(DE3) x pRSETZZNXH8
induzida com IPTG 1 mmol/L por 3 h a 37°C ressupensa em
NaCl 300 mmol/L; Tris-HCI 50 mmol/L pH8,0; Tween 20 a 0,1 %

> Precipitado Descarte

Centrifugagao 5krpm, 20 min.

v

Sobrenadante
do lisado

4
Ni*-Sepharose}—» Nao adsorvido descarte

Lavagem com 5 volumes de tampao de equilibrio
NaCl 300 mmol/L; Tris -HCI 50 mmol/L pH8.0;

Tween 20 a 0,1% \4 Descarte

4

Lavagem com 5 volumes de tampao
Tris-HCI 50 mmol/L pH 6.3; NaCl 300 mmol/L; v
Imidazol 20 mmol/L » Descarte

Eluicéo
5 volumes
Tris-HCI 50 mmol/L pH 5,9;
NaCL 100 mmol/L; Imidazol 250 mmol/L

Fracdes Eluidas
(His)ZZNXH8

FIGURA 31: Protocolo de purificacdo da proteina de fusdo recombinante
(His)ZZNXH8 expressa pelo vetor pPRSETB-ZZNXH8 em E. coli BL21(DE3) por

cromatografia de afinidade a Ni*’-Sepharose.
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FIGURA 32: Purificagdo da proteina de fusdo recombinante (His)ZZ-NXH8
expressa por pRSET-ZZNXH8 em E. coli BL21(DE3) por cromatografia de
afinidade em Ni**-Sepharose.

SDS-PAGE a 15% corado por Comassie Blue R250 com fracdes resultantes do protocolo de
purificacdo da figura anterior. P- Padréao de proteinas (Pharmacia); | -Extrato total da cultura
bacteria E. coli BL21(DE3) x pRSET ZZ-NXH8 induzida; S - Sobrenadante do lisado em french
press; Pt - Precipitado do lisado; Na - Material ndo adsorvido (Flow thru); L - Lavagem com
tampao pH6.3; E1; E3; E5; E6 - Fragbes eluidas de (His)ZZ-NXH8 purificada.
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FIGURA 33: Imunorreatividade do soro anti-elapidico e anticorpos de camundongo
anti-toxinas recombinantes em Western blots contendo extratos de E. coli
transformadas com os sistemas de expressao de NXHS8.

A) SDS-PAGE a 15% corado por Comassie Blue R250 contendo extratos totais de BL21(DE3) ou
DH5a. Fo - Fluido obtido por choque osmético de DH5a. P - Padréo de proteinas (Pharmacia). B)
Western blot com o anticorpo primario soro murino anti - rNXH8 e anticorpo secundario IgG caprina
biotinilada anti - IgG murina. C) Western blot com anticorpo primario soro equino anti - elapidicoe o
anticorpo secundario IgG caprina biotinilada anti - IgG equina. D) Western blot com o anticorpo
primario soro murino anti - rNXH1 e anticorpo secundario IgG caprina biotinilada anti - IgG murina.
Os anticorpos primarios foram utilizados na diluicdo 1:500 na solucao de bloqueio. Os Westerns
blots foram revelados com PALP-Estreptoavidina/BCIP e NBT usando imunoconjugados da
Sigma.
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ELISA
Placa com proteina recombinante NXH8
3
25 soro anti-Elapidico: 1/1 600
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FIGURA 34: Resultados do ELISA para determinacao dos titulos dos soros.

As reacgdes de ELISA foram feitas em placas sensibilizadas com as proteinas recombinantes
rNXH8 e rNXH1 purificadas em Ni*-Sepharose, como indicado nos graficos. Os titulos para
os soros anti-elapidico, anti-rNXH1, anti-rNXH8 e anti-rNXH8/rNXH1 estdo indicados na
legenda.
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A) SDS-PAGE

B) Anti-Micrurus corallinus (1:500)

kDa 1234 56 78 91011121314151617 181920 kDa 123 4 56 7 8 91011121314 15161718 1920
9% . - 94
67 1 . - - 67
43_1 = -t o 43 <@
L we
- —
21 . 21

SETIRareTEa s

C) Anti-Micrurus frontalis (1:5 000)

kDa1 2 3 4 56 7 8 91011 1213141516171819 20

14: r‘__-- — ‘_.

D)  Anti-Micrurus spixii (1:1 000)

kDa 1 2 34 56 7 8 9101112131415 1617181920

94 Y

67 67

43 43

30 30__

21 21

14— - 14— S -
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E)  Anti-rNXH8 (1:500) F) Anti-rNXH1 (1: 500)
KDa KDa
1 2 34 56 7891011 12131415 16 171819 20 12345678 91011121314151617181920
94 :
e 94\
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43 43
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21_ 21

14 14

FIGURA 35: Imunorreatividade dos soros contra as proteinas recombinantes
rNXH8 e rNXH1 e de alguns soros produzidos contra venenos de serpentes do
género Micrurus frente a diversos venenos homologos e heterdlogos.

A)SDS-PAGE Gradiente 10 - 20%, corado por Comassie Blue R250; B) Western Blot com
soro anti - Micrurus corallinus; C) Western Blot com soro anti - M. frontalis; D) Western Blot
com soro anti - M. spixii; E) Western Blot soro com anti - INXH8; F) Western Blot com soro
anti-rNXH1

01, 13 e 20)Padréao de proteinas. Venenos de: 02) M. corallinus; 03)M. ibiboboca; 04)M. lemniscatus;
05)M. spixii; 06)M. frontalis; 07 )M. frontalis altirostris; 08)M. surinamensis; 09)M. carinicauda dumerilli
10)M. hemprichii; 11)M. spixii martiusi; 12)M. decoratus; 14)Dendroapis angusticeps; 15)Notechis
scutatus scutatus; 16)Bungarus multicinctus; 17)Crotalus durissus terrificus; 18)Cardiotoxina de Naja
naja kaouthia; 19)Bothrops jararaca.
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GIn10(12)

Ser08(10)
lle36(42)

Trp29(31)

"N Asp31(33)

Arg33(39)

05 10 1(;0 1000

."I Phe32(35) incremento

FIGURA 38: Modelo estrutural da erabutoxinaa mostrando seu sitio funcional.

Em verde sao mostradas as pontes dissulfeto. Em amarelo as cadeias laterais dos residuos
que quando mutados causam um decréscimo na afinidade pelo nAChR de 05 a 10 vezes Em
laranja as cadeias laterais dos residuos que causam um decréscimo na afinidade entre 10 a
100 vezes. Em vermelho sdo mostrados os residuos que quando mutados causam um
decréscimo de mais de 100 vezes. Em lilas € mostrado um residuo que se mutado para
arginina pode aumentar a afinidade pelo receptor. O numero indica a posicédo do residuo na
cadeia e o numero entre parenteses indica a posicdo no alinhamento.
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f Lys49(55
Lys23(29) : ys49(59)
Phe65(73) ' \
-1'
Fi I|
Tip25(31) /
Arg36(42)
Lys35(41)
f i: Cys26(32)
Arg33(39) '
/ ASP27(33)
Cys30(36) Laed |
”
- compartilhados - compartilhados mais
importantes para o7

- especificos para o7 E especificos para NnAChR muscular

FIGURA 40: Sobreposicdo dos sitios funcionais da o-Cobrotoxina que
interagem com os subtipos de receptor de acetilcona muscular e a.7-neuronal.

Residuos cuja mutagao causa decréscimo significante e similar na afinidade por ambos os
receptores, sdo mostrados em vermelho. Em roxo sdo mostrados aqueles que quando
mutados, causam um decréscimo na afinidade maior pelo o7 do que pelo nAChR muscular.
Em amarelo estao os residuos envolvidos especificamente na ligacdo pelo nAChR muscular.
Em azul, sdo mostrados aqueles especificos para a ligacéo pelo subtipo neuronal o.7.
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Thr10(10) Lys28(28)
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FIGURA 41: Modelo tridimensional de NXH8 ilustrando o possivel sitio
funcional.

Os residuos de NXH8 similares e alinhados com aqueles que sao responsaveis pela
afinidade pelo receptor de acetilcolina das a-neurotoxinas curtas e longas sdo mostrados em
vermelho. Em verde estéo indicadas as pontes dissulfeto e em lildas um residuo de treonina
conservada nas o-neurotoxinas longas e que faz contato com o nAChR, como é o caso da a-
bungarotoxina. O numero indica a posicao do residuo na cadeia da proteina e o niumero entre
parénteses indica a posicado no alinhamento.
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TABELAS

TABELA 01: Seqiiéncias similares ao precursor de NXH8 MICCO.

Toxina Descrigao Acesso | Espécie de serpente | Escore | Valor E

NXLH_BUNMU |Long Neurotoxin Homolog|P15818 | Bungarus multicinctus | 104 4e-23
Precursor

NXSB_NAJAT | Short Neurotoxin Precursor |P80958 | Naja atra 90 9e-19
(Cobrotoxin B)

CADO_BUNCA |Candoxin P81783 | Bungarus candidus 88 6e-18

NXS1_NAJAT |Short Neurotoxin 1|P01430 | Naja atra 87 8e-18
Precursor (Cobrotoxin)

NXS2_AIPLA Short ~ Neurotoxin  B|P19959 | Aipysurus laevis 83 2e-16
Precursor

NXS4_AIPLA Short Neurotoxin D | P19960 | Adpysurus laevis 82 3e-16
Precursor

TXW1_NAJAT  |Probable Weak Neurotoxin|Q9YGI2 | Naja atra 76 3e-14
NNAMI1 Precursor

NXS1_LATSE Short Neurotoxin 1|P01435 | Laticauda semifasciata |75 Se-14
Precursor (Erabutoxin A)

XXX9_NAJAT Probable Weak Neurotoxin | Q9YGI4 | Naja atra 73 2e-13
Ta-N9 Precursor

TXWK_NAJAT | Kappa-Cobrotoxin 093422 | Naja atra 73 2e-13

Precursor.
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TABELA 02: Seqiiéncias similares ao peptideo maduro NXH8

Toxina Descrigao Acesso | Espécie de serpente | Escore | Valor E

CADO_BUNCA |Candoxin P81783 | Bungarus candidus 88 4e-18

NXLH_BUNMU |Long Neurotoxin Homolog|P15818 | Bungarus multicinctus | 86 le-17
Precursor

NXS1_PSEAU |Short Neurotoxin 1|P25497 | Pseudechis australis 73 le-13
(Neurotoxin Pa A)

NXL1_NAJHC |Long Neurotoxin 1 (Toxin|P01389 | Naja haje anchietae |72 2e-13
1)

NXSB_NAJAT | Short Neurotoxin Precursor | P80958 | Naja atra 71 3e-13
(Cobrotoxin B)

NXS1_BOUCH |Short Neurotoxin 1 P34076 | Boulengerina christyi |71 3e-13

NXL1_ASPSC |Long Neurotoxin 1 (Toxin |P25670 |Aspidelaps scutatus 71 3e-13
$4C6)

NXS1_NAJOX |Short  Neurotoxin 1|P01427 | Naja naja oxiana 71 4e-13
(Neurotoxin Alpha)

NXL1_OPHHA |Long Neurotoxin 1| P01387 | Ophiophagus hannah |71 Ge-13
(Neurotoxin A)

NXS1_NAJPH | Short Neurotoxin 1 P01428 | Naja philippinensis |70 le-12
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