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RESUMO

O veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt), baseado no critério do perfil da
cromatografia de exclus@o molecular, pode ser descrito como sendo composto de quatro
principais toxinas: Giroxina, Crotamina, Crotoxina e Convulxina. A crotoxina € uma
neutoroxina, € um heterodimero ndo covalente, composta por duas subunidades:
fosfolipase A2 (PLA2) e crotapotina (Ctp). A crotapotina constitui 0 componente da
crotoxina que apresenta atividade anti-inflamatoria além de ser chaperona de PLAZ2.
Esta molécula é constituida por trés cadeias peptidicas ligadas por pontes dissulfeto.
Além disso, ja foram descritas isoformas para a crotapotina. O objetivo deste estudo foi
desenvolver um método cromatogréafico para isolar a crotapotina, separar suas cadeias e
analisa-las por LC/MS e LC-MS/MS para analise protedmica e/ou sequenciamento de
novo e avaliagcdo da possivel existéncia de um padrdo de variagdo nas substituicdes de
aminoacidos. O método C8-RP-HPLC foi capaz de separar 0s componentes do veneno
de Cdt que puderam ser identificados por espectrometria de massas, de acordo com a
sua massa molecular. A crotapotina foi isolada, reduzida e alquilada e submetida a outra
separagdo cromatogréafica RP-HPLC (C18) para isolamento das subunidades alquiladas.
Conforme descrito na literatura, a cadeia a da crotapotina é composta por 40 residuos de
aminoacidos, enquanto que a cadeia B possui 35 residuos e a cadeia y 14, pelo que as
subunidades podem ser identificadas pelas suas massas moleculares. As andlises das
cadeias isoladas de crotapotina mostraram a presenca de mais de uma molécula por
fracdo, indicando a presenca de isoformas no veneno. Andlises protedmicas e
sequenciamento de novo por LC-MS/MS elucidaram a existéncia de variacGes de
residuos de aminoacidos em tais cadeias. Estudos de atividade biol6gica poderdo

elucidar as diferencas que tais isoformas apresentam em suas caracteristicas intrinsecas.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, veneno, crotoxina, crotapotina, isoformas



ABSTRACT

The Crotalus durissus terrificus venom (Cdt), based on molecular size chromatography,
can be described as being composed of four main toxins: Giroxin, Crotamine, Crotoxin
and Convulxin. Crotoxin is a neutoroxin, a non-covalent heterodimer composed of two
subunits: phospholipase A2 (PLA2) and crotapotin (Ctp). Crotapotin is the component
of crotaxin that has anti-inflammatory activity besides being a PLA2 chaperone. This
molecule consists of three peptide chains linked by disulfide bonds. In addition,
isoforms for crotapotin have been described. The objective of this study was to develop
a chromatographic methodology to isolate a crotapotin, separate its chains and analyze
by LC/MS and LC-MS/MS for proteomic analysis and/or de novo sequencing and
evaluation of the possibility of a variation pattern amino acid substitutions. The C8-RP-
HPLC method was able to separate the Cdt venom components that could be identified
by mass spectrometry, according to their molecular mass. The crotapotin was isolated,
reduced and alkylated and subjected to another RP-HPLC (C18) chromatographic
separation for isolation of the alkylated subunits. As described in the literature, the a
chain of crotapotin is composed of 40 amino acid residues, while the B chain has 35
residues and the y chain, 14, and thus the subunits can be identified by their molecular
masses. The analyzes of isolated chains of crotapotin showed the presence of more than
one molecule per fraction, indicating the presence of isoforms in the venom. Protein
analyzes and de novo sequencing by LC-MS / MS elucidated a existence of variations
of amino acid residues in such chains. Studies of biological activity are to elucidate how

the differences that such isoforms present in their intrinsic characteristics.

Key-words: Crotalus durissus terrificus, venom, crotoxin, crotapotin, isoform
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Revisado da literatura

Desde a antiguidade as serpentes séo temidas e adoradas em diferentes culturas, sendo
muitas vezes mitificadas e pouco compreendidas ®?. Esses animais sempre despertaram
interesse no homem por causa da sua pegonha. Desde 0s tempos mais antigos estudiosos
como Hipaocrates, Aristoteles e Plinio ja buscavam usar os venenos produzidos pelas serpentes
com finalidade terapéutica ©.

O Brasil possui rica ofidiofauna. Até Novembro de 2016 foram catalogadas 392
espécies de serpentes, divididas em 40 subespécies e 10 familias . Destas, apenas duas
familias possuem serpentes peconhentas, sendo elas as familias Elapidae e Viperidae ©.

A familia Viperidae possui serpentes venenosas com presas moveis (denticdo
solendglifa), curvas e caniculadas, especializadas para inoculacdo, e glandulas altamente
especializadas. Essa familia é ainda dividida em 3 subfamilias sendo elas: Azemiopinae,
Viperinae e Crotalinae ©.

A subfamilia crotalinae compreende serpentes de grande interesse medico, por serem
as responsaveis pela maior parte dos acidentes ofidicos. Essa subfamilia est4 representada
pelos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis .

O género Crotalus sp. (cascaveéis) se destaca entre as serpentes peconhentas,
possuindo cerca de 70 espécies e subespécies e também por sua ampla distribuicdo. Pode ser
encontrada desde o sul do Canada, se estendendo até a Argentina Central®. E pouco
encontrada em locais Umidos como areas litoraneas, florestas e pantanos, porém algumas
espécies podem ser encontradas em tais habitats. No Brasil é possivel apenas encontrar a
espécie Crotalus durrisus, dividida em 5 subespécies & %10,

- Crotalus durissus cascavella;

- Crotalus durissus colilineatus;
- Crotalus durissus marajoensis;
- Crotalus durissus ruruima;

- Crotalus durissus terrificus;

Essa Ultima subespécie é normalmente encontrada de Minas Gerais até o Rio Grande
do Sul ©.

As serpentes do género Crotalus sp., no geral, sdo animais robustos e ndo muito ageis.
Apresentam chocalho ou guizo na cauda e fosseta loreal ©.

O veneno das serpentes é composto por uma gama de proteinas, que compreendem
cerca de 90 a 95% do seu peso seco, sendo grande parte destas, enzimas toxicas. Os outros

elementos que compde o veneno sdo lipideos, carboidratos e peptideos, assim como
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componentes inorganicos, que auxiliam como catalizadores na atividade enzimatica ou até
mesmo na estrutura da das proteinas que compdes o veneno. Aminas biogénicas (histamina,
4-hidroxitriptamina) também pode fazer parte desta composicdo, além dos nucleosideos. As
enzimas do veneno sdo classificadas, normalmente, em duas categorias: oxiredutases e
hidrolases. As hidrolases sé&o as enzimas mais biologicamente ativas do veneno, e sdo
representadas pelas peptidases, glicosidases e lipases V.

Os venenos das serpentes apresentam alta toxicidade, tendo como principal funcédo
auxiliar na captura da presa, sendo assim um fortissimo mecanismo de caca, além de
desempenharem importante papel na digestio desta®®.

O veneno de Crotalus durissus terrificus (C.d.t) pode ser considerado um veneno
complexo, apresentando diversas toxinas, porém é normalmente descrito contento quatro
componentes principais: Giroxina, Convulxina, Crotamina e Crotoxina % 3 141510 "ge
acordo com a distribuicdo destas moléculas em um perfil de cromatografia de exclusdo
molecular, porém vale destacar que

A Giroxina € uma enzima do grupo das trombina-simile, sendo uma serino protease,
possuindo alta atividade coagulante. Em casos graves de envenenamento pode causar
incoagubilidade sanguinea por atuar diretamente sobre o fibrinogénio. N&o causa letalidade
causando além dos distarbios coagulatorios apenas um comportamento do animal inoculado
com a toxina caracterizado por movimentos de rotacdo sobre o eixo central do corpo,
sindrome esta que originou o seu nome @4 7:18)

A Convulxina é uma proteina, que causa apnéia, perda de equilibrio e convulsdes
guando administrado em camundongos por via intravenosa. No envenenamento crotalico é a
toxina envolvida em disturbios respiratdrios e também causadora de convulses @3 %29,

A Crotamina é um peptideo com alta estabilidade estrutural, que apresenta isoformas e
efeito tdxico sobre células musculares esqueléticas. Tal toxina pode ou ndo estar presente no
veneno de animais de uma mesma regido. Os animais que possuem essa toxina sdo
considerados animais com veneno crotamina positiva, enquanto que 0s que ndo a possuem sdo
considerados animais com crotamina negativa. O envenenamento por Serpentes crotamina
positiva apresentam ataques espasmadicos e rigidez muscular, acompanhadas de hipotonia
muscular e paralisia flacida. Em contrapartida o0 envenenamento por serpente crotamina-
negativa apresentam apenas hipotonia muscular e paralisia flacida & 2229,

A Crotoxina é a principal neurotoxina da pegonha crotalica. E uma p-neurotoxina,
inibidora da transmisséo sinaptica na pré-sinapse ®* % sendo responsavel pelas paralisias

(26)

motoras e respiratorias Estruturalmente é um heterodimero formado por duas
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subnunidades, a fosfolipase A2 também conhecida como Crotoxina B e a Crotapotina ou
Crotoxina A %27,

Ja foram isoladas e caracterizadas 15 diferentes isoformas de Crotoxina . Tais
isoformas sdo o resultado de modificagbes pos traducionais que podem ocorrer sobre um
transcrito primario levando a formacdo de Crotapotina, ou também pode resultar de uma
expressao de diferente RNAm, resultando na formagdo da Fosfolipase A2 %30,

Os acidentes crotalicos correspondem a aproximadamente 8% dos acidentes por
serpentes no Brasil, porém € o que apresenta maior coeficiente de letalidade, por Insuficiéncia

Renal Aguda, o que torna esta uma serpente de interesse médico @132 %3,

S#o trés os principais efeitos por envenenamento crotalico: ¢ 39

Neurotoxicidade - é causada principalmente pela crotoxina, toxina que possui efeito
pré-sinaptico, bloqueando a liberagdo de acetilcolina, causando bloqueio muscular e
consequentemente paralisias motoras.

Miotoxicidade - a pegonha da serpente lesiona fibras musculares esquelética causando
liberacdo de mioglobina e de algumas enzimas para 0 soro que sdo posteriormente excretadas.
Essas lesdes provocam problemas musculares e renais.

Coagubilidade - o veneno age consumindo o fibrinogénio levando a incoagubilidade
sanguinea, provocando reducédo plaquetaria e possiveis hemorragias.

Apesar do acidente crotalico, o veneno de Crotalus durissus tem se apresentado como
grande ferramenta biotecnoldgica, sendo usada em pesquisa e no desenvolvimento de novos
farmacos e tratamentos para inimeras patologias.

Exemplos podem ser dados pelo: Enpak® (sigla para endogenous pain killer),
peptideo obtido de veneno de Crotalus durissus terrificus que possui efeito analgésico cerca
de 600 vezes mais potente que a morfina ©®, ainda podemos citar os estudos realizados com
énfase na atividade citotoxica de C.d.t, devido o seu potencial antitumoral, apresentando
atividade citotéxica e litica sobre diversas linhagens de células tumorais in-vitro ¢ 7.

As fracdes Crotoxina e Crotamina de Crotalus durissus terrificus, apresentaram agéo
antitumoral in-vitro sobre células de tumores, como o adenoma de pulmao ©®, adenoma de
pituitéaria, o glioblastoma multiforme % 49,

A crotoxina de Crotalus durissus terrificus, também demonstrou possuir agdo antiviral
sobre alguns virus da familia Flavivirus “Y, além de apresentar acdo antibacteriana sobre
colbnias de bactérias gram-negativas Xanthomonas axopodis PV passiflorae, contribuicdes
significativa para o desenvolvimento de novas ferramentas e tratamentos de patologias

envolvendo tais agentes biolégicos ©?.
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Outra grande utilizacdo biotecnolégica para o veneno de Crotalus sp. é para a
producdo de cola de fibrina, uma substancia com grande poder adesivo que possui em sua
composicéo fibrinogénio e trombina simile isolada do veneno de Crotalus sp. e que apresenta
incrivel poder cicatrizante sobre Glceras venosas “2.

Diversos outros estudos estdo sendo realizados utilizando as fragdes do veneno de
Crotalus durissus, inclusive para o tratamento de doencas auto-imunes utilizando crotapotina
(43).

A Crotapotina ou Crotoxina A, compreende o componente &cido da Crotoxina,
possuindo um massa molecular de 9,6 KDa “Y. E composta por 3 cadeias polipeptidicas
unidas por 7 pontes dissulfeto @©.

Suas cadeias peptidicas foram originadas atraveés da clivagem de um precursor
homélogo & fosfolipase A2 e foram seqiienciadas em 1985 pela primeira vez “. A primeira
cadeia contém 40 residuos de amino&cidos, a cadeia 35 residuos e a cadeia vy, 14 residuos
gue podem ser encontrados na forma de dimeros quando em solugdo com baixa forca i6nica

“8) A sequéncia das cadeias apresenta-se da seguinte forma:

10 20 30
CrtxAa — SSYGCYCGAGGQGWPQDASDRCCFHHDCCYAKLTGYDPTT.
10 20 30
CrtxAp — RQEDGEIVCGEDDPCGTQICECDKAAAICFRNSMDT.
10
CrtxAy — QFSPENCQGESQPC.

A organizacao da Crotapotina (que juntamente com seu precursor possui 138 residuos

de aminoacidos) est4 apresentada na figura 1 @.
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1
Met Arg Ala Leu Trp lle Val Ala Val Leu Leu Val Gly Val Glu Gly Ser Leu Val Glu
21
Phe Glu Thr Leu Met Met Lys lle Ala Gly Arg Ser Gly lle Ser Tyr Tyr Ser Ser Tyr
41 i sttt '
I -
Gly Cys Tyr Cys Gly Ala Gly Gly GIn Gly Trp Pro GIn Asp Ala Ser Asp Arg Cys Cys
1 1
< S . ]
1 1
Phe Glu His Asp Cyls Cyls Tyr AlalLys Leu Thr Gly Cyls. Asp Pro Thr Thr Asp Val Tyr
1 | 1 L e e e e I
B - : ' -
Thr Tyr Arg Gin GlujAsp;Gly Glu e Val Cys Gly Glu Asp Asp Pro Cys Gly Thr Gin
__________ e - 1
101 1 Fo--d-- : Fom oo mmmmmmm oo '
| 1 1 1
lle Cys Glu Cys Asp: Lys Ala Ala Rla lle Cys Phe Arg Asn Ser Met Asp Thr Tyr Asp
1
I .— ——————
121 L---------------% -------------------- b
Tyr Lys Tyr Leu Gin Phe Ser Pro Glu Asn Cys Gin Gly Glu Ser GIn Pro Cys

Figura 1: organizacdo da Crotapotina, sublinhando o peptideo sinal e destacando as 3 cadeias, A, B e C em

amarelo, azul e verde respectivamente identificando as ligagfes dissulfidicas. Fonte: OLIVEIRA, 2010.

Um exemplo de alinhamento de sequéncias das subunidades de crotapotina esta

apresentado no quadro o quadro abaixo “”:

2+ .
Chain A Cas* -loop Active Site (b)

Cdcasca F3A SYGCNCGAGGSGWPKDATDRCCFVHDCCYARVTGCDPQ
Cdcasca F4A #+*#sY+*sHe*s+ssL$Q+ s s s s+ r s sLNse&=T

cdt FS A eV eeHeeQss 0% s s trseresCrereeresl
cdt F7 A sk eY ded Qs Qs drrerrrr e sCeLN e resT
Chain & $r2 Y+ $2Q%2+0sSseeeesree e eeeesTTDVY)
Mojave A #eVosdssssss0ssS sl TTDVY|
BthTx-I Assst+sVL*sReK+ssssssssY ++Kss+K+L+++N+K
AppK49 Seesseril«HR*¥Qess s e dsrssssKeesKeLeDeNHK
PrTx II AvssssdVLsResKbsddd s sY Ko s *KesLes#*NPK
Basp III Te+sY++W+sQ#Q* s+ 32332323 Ke+G+LEN*K*K
VRV-PL SeeeYeeleeKeToeosseosseesesesseeesGCNLPDeN*K
Chain B - B -Wing & e Helix-3 "
Cdcasca F3B QENGEIVCGEDDPCGKEICECDKAAAICFRESMDTY
Cdoasca FUB FH DS+ # £ RSN FF LS P S PSSP F S SR FFE ST F 6%
cdt FS B ESESCRPR ettt 4RO LLLELRPES R P R e e T b
cdt F7 B E##RD*F* S kR kX $RPOQF F S S L RF LR R R ENET # b %
Chain B EXfDSF#F £ SRS F X S FPOQF PSS EFFE XL BENFF 5 0 %
Mojave A EfDS## 46 Sk FF FFTOF FSFSH S ERFHEDFFNF+
BthTx-I WEDEKT#®®®k ek NNF P ed T bk R yyRRb TLRERNT G**
AppK49 WEFKARTHE#RNFFLFFMFFFESHF S YVERFLERNLLF®
PrTx IT WEDKT®®k® ek NN R, e ke e b b yyeee T eRNLCk*
Basp III RESHP VRIS FCTHFEFQF S PSS b S YRR ENLR*N
VRV-PIL, RV*# A+ ERGTS*ENR* #% ¢+ e e e * 4 QNLR**
CHELH C-terminal

Cdcasca F3C QFKPENCKGESQPC
Cdcasica FAC S Qo## s ss s e s »
cdt ES C E*gt#p*Qe+ens s

Cdt F7 C ERGEERBOQFF SRS
Chain C EE G ke kR kb Rk
Mojave C - R e L A
BthTx-T YHLRKPF**KAD-#%%
AppK49 AYFKLE®®KPD-T#*

PrTx II YHLKPF#*KAD-D#
Basp III AYPDLL**KPAEK*
VRV-PL AYPDLL**KPAEK*

Quadro 1: Alinhamento de sequéncia de aminodcido das cadeias A, B e C com outras crotapotinase alguns
seguimentos de PLA2. Cdcasca F3, Crotapotina de C.d. cascavella, Cdt F5 e F7, isoformas de crotapotina de
Crotalus durissus terrificus. BthTx, PLA2 de Bothrops jararacussu (Bothropstoxin 1), AppK49, Asp49 PLA2 do
veneno de Agkistrodon piscivorus piscivorus. PrTx Il, PLA2 de Bothrops pirajai (piratoxin 1), Basp 111, PLA2
de Bothrops asper, VRV-PL, PLA2 do veneno de Vipera russelli. Fonte: OLIVEIRA et.al, 2003.
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Os autores mostram que ha alguma variacdo na sequéncia de aminoacidos da
crotapotina, mas estes trabalham com Crotalus durissus cascavella e, a época do trabalho,
incluem apenas 2 variantes de C.d.t.

Na literatura a crotapotina foi inicialmente descrita como uma molécula “chaperona”
da fosfolipase A2 em Crotalus durissus terrificus, ou seja, esta molécula apresenta a
capacidade de potencializar a toxicidade desta e de protegé-la de ser inativa, por exemplo,
através de ligacGes com sitios de baixa afinidade. Em contrapartida quando dissociada do
complexo Crotoxina-fospolipase, possui a capacidade de inibir a atividade enzimatica da
PLA2 @,

A crotapotina ja foi descrita como sendo biologicamente inativa, afirmacdo que
podemos observar estar sendo revista atualmente, uma vez que apresenta acao
antiinflamatdria agindo sobre a modulagdo da imunidade humoral, diminuindo assim o nivel
de anticorpos %2Y,

LOURENCO Jr. e colaboradores, 2013 “®, demonstraram em seu trabalho através da
comparacdo de perfis cromatograficos (figura 2) a possivel presenca de isoformas de
Crotapotina em veneno de Crotalus durissus terrificus, isoformas estas que juntamente com
as variagbes de fosfolipase A2 seriam responsaveis pelas 15 isoformas existentes de

Crotoxina.

500000
450000 — i
400000
350000 -
300000 ‘g Crotapotins

250000 — ‘ :

200000 =

150000 _E Crotamines

100000 -

L

T 5 L
6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min

Figura 2: Perfil cromatografico do veneno de Crotalus durissus terrificus. Fonte: LOURENGCO Jr et.al, 2013.



Pagina |18

Isoformas de Crotapotina apresentaram propriedades semelhantes. Sabendo disto e
conhecendo a sequéncia das trés subunidades da crotapotina surge a duvida a respeito da
origem das isoformas, particularmente se ha um padréo de variagdo nesses peptideos 9.

A crotapotina possui similaridade de sequencia com a fosfolipase A2, em algumas
regides da molécula. Portanto, ao estudar a crotapotina, ndo apenas havera uma compreensao
maior da organizacdo desta molécula e suas subunidades, como também existe a possibilidade
de que parte destes resultados possam vir a ser estendidos a unidade catalitica da crotoxina,
trazendo um entendimento maior sobre a organizacao global da crotoxina e o papel catalitico

e chaperona de cada uma das subunidades. (04649,



Pagina |19

Objetivos

2.1. Objetivos gerais

A presente pesquisa teve como principal objetivo verificar se ocorre um padréo de variagcdo na
sequencia de aminoacidos da crotapotina do veneno de Crotalus durissus terrificus da regido
de Botucatu — S&o Paulo, mantidas em cativeiro no Centro de Estudo de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP) - Unesp, Botucatu

2.2. Objetivos especificos
- Desenvolver um método cromatografico para a obtengdo da crotapotina isolada

- desenvolver metodologia para analisar, individualmente, as subunidades da crotapotina por
HPLC, MS e MS/MS.
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Abstract

Background: Classically, the Crotalus durissus terrificus (Cdt) venom can be described,
according to chromatographic criteria, as a simple venom, composed of four major toxins,
namely: giroxin, crotamina, crotoxin and convulxin. Crotoxin is a non-covalent heterodimic
neurotoxin constituted of two subunits: an active phospholipase A, and a chaperone protein,
termed crotapotin. This molecule is composed of three peptide chains, connected by seven
disulfide bridges. Naturally occurring variants/isoforms of either crotoxin or crotapotin itself
have already been reported.

Methods: The crude Cdt venom was separated by using RP-HPLC and the toxins were
identified by mass spectrometry (MS). Crotapotin was purified, reduced and alkylated in
order to separate the peptide chains, which were analyzed by mass spectrometry and de novo

peptide sequencing.
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Results: The RP-HPLC profile of the isolated crotapotina chains already indicated that the o
chain would present more isoforms, which was corroborated by the MS and MS/MS analyses.
Conclusion: It was possible to observe that the Cdt crotapotin displays a preferred amino acid
substitution pattern present in the a chain, at positions 31 and 40. Moreover, substitutions
could also be observed in B and y chains (one for each). The combinations of these four
different peptides, with the already described chains, would produce 10 different crotapotins,

which is compatible to our previous observations for the Cdt venom.
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Background

Snake venoms are protein and peptide rich and complex mixtures, in which such
molecules can comprise up to 95% of the venom dry weight [1,2]. Such molecules do aid the
animal survival, once they may be used either as a hunting tool as well as a defense
mechanism. [3]. Moreover, these toxins are also involved in the ophidic accident [4].
Crotoxin, the major Crotalus durissus terrificus (Cdt) venom toxin, is also the most toxic
toxin. It is an heterodimeric neurotoxin comprised of a basic phospholipase A, (PLA;) and an
acid protein, also known as crotapotin [7,8].

Crotapotin is a 9,6 kDa peptide, presenting a pl of 3,4 [9,10] that was initially
characterized as a chaperone for the PLA, which would increase the toxin toxicity as well as
inhibit the PLA; activity [11,12]. However, such peptide has also been described as presenting
an anti-inflammatory activity [13,14,15], being able to modulate the humoral immunity [16],
including for some neurodegenerative autoimmune disorders [17].

Structurally, crotapotin is composed of three peptide chains, connected by seven
disulfide bonds [16,18]. These chains, termed a, B and vy, were first sequenced in 1985 [19]
and the 40 amino acids was the length of the a chain, 35 for the  chain and 14 for the y chain
[20, 21]. On the other hand, other authors have observed the presence of natural variations of
crotapotin [17, 22].

In the present study, we have developed a methodology for the isolation of crotapotin
from the crude Cdt venom, followed by the separation of the peptide chains, after reduction

and alkylation, and de novo mass spectrometry peptide sequencing.

Methods

Venoms and animals

The pooled Cdt venom was obtained from snakes kept in the Centro de Estudos de Venenos e
Animais Peconhentos — CEVAP (UNESP), in Botucatu (SP, Brazil). The present study was
approved by the Ethics Committee (protocol 1145/2015).

Manuscrito redigido de acordo com as normas da vevista JVAT



Pagina |29

RP-HPLC

A centrifuged (3800 g) 10 mg.mL™ crude Cdt venom solution (in 0,1% trifluoroacetic acid)
was separated by RP-HPLC using a Luna C8 column (100A, 250 x 10 mm, Phenomenex)
coupled to a Shimadzu Proeminence binary HPLC system, using a 20-40% linear gradient of
B (90% Acetonitrile, containing 0,1% TFA) over A (0,1% TFA), over 40 min after initial
isocratic elution for 5 min, under a constant flow of 5 mL.min™. UV monitoring was at 214
nm. Fractions were manually collected. The reduced and alkylated crotapotin chains were
separated by a Shimpack C18 column (100A, 10 x 4,6 mm, Shimadzu), using a 0-50% linear
gradient of B, for 20 min, under constant flow of 1 mL.min™*. UV monitoring was performed
at 225 nm.

Chemical processing

Isolated crotapotin was reduced with 500 mM DTT in 50 mM NH4sHCOOH for 25 min at 56
°C and alkylated with 500 mM IAA for 30 min, at 25 °C, protected from light. The isolated a
and B chains were chemically hydrolyzed with 70% formic acid for 48 h, at 37 °C. Reaction
was stopped by water addition followed by lyophilization. The y was not chemically

hydrolyzed, as it contained only 14 amino acids residues, compatible to CID.

Mass spectrometry and de novo peptide sequencing

A Bruker ESI-Q-TOF instrument, coupled to a Proeminence Shimadzu binary HPLC, was
employed for MS and MS/MS experiments. Samples was place in the autosampler holder,
and submitted to a 10-80% linear gradient of B for 15 min, under constant flow of 0,2
mL.min™, using a Shimpack C18 column (100A, 10 x 2 mm). CID fragmentation for MS/MS
experiments was performed with N,. Data were acquired under a 50-2000 m/z window and
processed by the Peaks Suite.
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Results

Crotapotin isolation

Figure 1 presents the C8-RP-HPLC profile of the crude Cdt venom separated according to the
Methods section. Six fractions (F1-F6) were manually collected and submitted to MS analyses
in order to identify the known toxins. F1 and F2 are crotoxins, F3 corresponds to crotapotin
and F4/5/6 are PLA;’s. The minor peaks were not collected or analyzed by MS. F3 was then
submitted to another chromatographic step (Figure 1, insert) in order to assess its
homogeneity and the molecular mass was determined (Figure 2). Figure 2 already points out
to the presence of more than one molecule; however, the charge states are only indicated for

the major ions.

Crotapotin chains isolation

Following reduction and alkylation, as described in Methods, the processed crotapotin was
subjected to RP-HPLC chromatographic separation in order to obtain the a, p and y chains
isolated. Figures 3A and 3B (zoomed chromatogram) present the chains separation. The major
peaks in the chromatogram correspond to the reagents (data not shown). The chains were

identified based on their molecular masses, as presented in figures 4A, B and C.

De novo peptide sequencing

The isolated formic acid hydrolyzed crotapotin chains were analyzed by LC-MS/MS (ESI-Q-
TOF) and the fragmentation spectra are presented in figures 5A, 5B and 5C. Only the spectra
of the isoforms are presented. Several spectra, corresponding to the known/deposited

sequences were obtained but are not presented.
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Figure 1: RP-HPLC profile of the crude Cdt venom. F1-F6 correspond to the manually collected
fractions. F1/2: crotamin; F3: crotapotin; F4/5/6: PLA,. UV monitoring 214 nm. Insert: F3 analytical
RP-HPLC demonstrating the proper molecule isolation.

Intens. +MS, 6.2-6.4min #370-383
x1047
6+ (A)
1608.6997
0.8
0.6
0.41 1572.6780
5+(A)
0.2 1930.0689
7+ (A)
13789031 1886,8823
Y3 VAU | N N e T T o o Rt S A e P
1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 m/z

Figure 2: F3 MS spectrum. The charge state of the major ions are typed over the m/z value.
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Figure 3: A) Reduced and alkylated crotapotin RP-HPLC separation chromatogram. B) Zoomed
region with the identification of the individual chains. UV monitoring 225 nm.
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Figure 4: MS spectrum of the y (A), B (B) and a (C) chains. The charge state of the major ions are
typed over the m/z value.
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Figure 5: Annotated interpreted CID fragmentation spectra of the de novo sequenced isoforms of

amino acid substitution
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Discussion

Crotoxin is a B neurotoxin, composed of two subunits: an active PLA, and the catalytic
inactive crotapotina [23, 24]. Since most venoms and toxins present isoforms, a consequence
of an evolutionary strategy, we have chosen to evaluate whether there would be a preferred
substitution site in a given crotapotin subunit that would give rise to the previously observed
isoforms [22].

In order to achieve this, we have developed a chromatographic method for the separation of
crotapotin from the crude Cdt venom, and another method for the obtainment of the reduced
and alkylated subunits. Moreover, due to the subunits particular amino acid composition,
classical proteomics approaches (based on trypsin hydrolysis) could not be performed.
Conversely, we have opted for the formic acid hydrolysis to adjust the peptide size to the CID
fragmentation requirements. Interestingly, such strategy helped in the identification of a
particular o chain isoform, in which the deposited Ala®* was replaced by and Asp, yielding a
new formic acid cleavage site, that was successfully used in the de novo sequencing process.
According to our analyses, what happens in the venom gland is merely amino acid
substitutions and not alternate processing, i.e., we were not able to detected longer or shorter
chains, only isoforms regarding residues changes [9]. Most of the isoforms did present
molecular masses close to the already known molecule [16].

During the course of the work, we have successfully covered 97% of crotapotin using the
proteomics/de novo sequencing (data not shown). However, few spectra didn’t match the
deposited sequence and, by using a combination of the Spider algorithm of Peaks and
manually checking the spectra for correction, we were able to identify four amino acid
substitutions. Interestingly, the a chain bears more substations, as the HPLC irregular peak
shape already indicated (Figure 3B). Since the a and B chains are homologous the PLA, such
preference for mutation in these chains may have a counter part in the isoforms also observed
for the Cdt PLA; itself [22, 25].

Our de novo data specifically indicates the Thr->Glu’’, Ala->Asp® substitutions in the o
chain. In spite the Thr->Glu’’ substitution would retain the hydrogen bond capabilities (but
with the addition of a true charge), the Ala->Asp® substitution seems more disturbing. Such
mutation is located in an a-helix and the introduction if a charged residue may alter such

structure. Moreover, this particular region is mostly involved in the PLA; interaction [26].
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In the B chain, the Pro->Ala® substitution would evoke the same kind of alteration. Proline is
a rigid, structural relevant amino acid, typically present in protein ‘turn’ regions. On the other
hand, Alanine is a much more flexible amino acid. Such substitution would relax this
molecule region, allowing for more flexibility and, therefore, different kinds of intermolecular
interactions.

136 sybstitution. This

The y chain (also known as crotalfine [27]) presents a Gln->Arg
modification has already been reported by Konno et al. [27] and is described as not capable of
altering the analgesic properties of this peptide. This is in agreement with our proposal based
on the conservation of the electrostatic characteristics of the residue that would retain the
hydrogen bond-forming capabilities, in spite of the addition of a charge.

Unfortunately, the absence of genomic (or transcriptomic) data makes it more difficult to
characterize other amino acid substitutions that are certainly occurring but, due to the lower
relative concentration levels, have not yielded high quality spectra, suitable for the de novo
sequencing (data not shown). Few studies report other amino acid substitutions, such as
residue 84 of the B chain [28].

Evolution has long been ‘experimenting’ with amino acids substitutions in proteins and
peptides in order to increase venom efficiency and efficacy as well as avoid the prey evasive
strategies [29, 30]. Not only that, but also synergism aroused by the presence of several
isoforms of a given molecule also increases toxicity [31]. If one takes into account the
biotechnological appeal of the clinical use of toxins, such isoforms may hint to specific targets
when given residues in the toxins are substituted; the Conus toxins are a good example of this

concept [32].

Conclusion

The mere existence of venoms and toxic animal secretions is itself a demonstration of an
unbalanced (or biased) evolutionary strategy happening in a given organism. Toxins are
molecules that must act in the other organism, and not in itself. Therefore, regulation
mechanisms must exist to prevent local damage. They may include, but are not limited to, the
presence of concentrated low affinity inhibitors; the absence of ionic co-factors; the lack of
catalytic activity due to conformation restrains; the pH of the media; the timing of the

activation of the precursor, among others. Certainly, one of those strategies targeted to
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increase the efficiency and efficacy of the venom is the presence of isoforms of a given toxin,

as reported here.
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Conclusao

A crotapotina foi isolada com sucesso a partir do veneno bruto de Cdt. EM uma etapa
seguinte, ja contando com desenvolvimento de método, foi possivel obter as trés cadeias da
crotapotina isoladamente, depois da etapa de reducéo e alquilacdo. Uma vez que analise da
sequencia de aminodcidos das subunidades (de acordo com o UniProt) revelou que nem
tripsina e nem quimotripsina seriam boas escolhas para proceder com a digestdo enzimaticas
das cadeias A e B, a fim de compatibiliza-las com o tamanho médio recomendado dos
peptideos a serem submetidos a fragmentacdo por CID (<15 aa), foi adotada a estratégia de
digestdo quimica com &cido férmico, que cliva apds os residuos acidos (Asp/Glu) e que seria
capaz de gerar peptideos com tamanho apropriado para CID.

Com a confirmacdo deste fato, procedeu-se com a fragmentacdo, em modo positivo.
Finalmente, a analise dos dados obtidos até 0 momento, indicam que a cadeia A é a maior

responsavel pela presenca das isoformas da crotapotina.
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ANEXO

Carta de aceite do comité de ética em pesquisa animal

Jq-dsaun‘qui@ieqa)y ‘eue)aIoss |Iew-8 609L-088€/8094-088€ (¥1) U0 0/6-8L9'8L ‘d3D 'd'S — NJBONJOG - 4U/s 'Jolunp OBIGNY OJSIg

VN3 ep oueg}aldes YN3D ep ajuspisald
offaewe) ap seissap 2G|y soueg "W “WawsyIno “iq *Joid
) op SUISS| g2y \&\a

STOZ/£0/0€E wa yN3d ep ogiundi wo opeaoide esinbsad ap 03afoid

dVA3D wabuQ
eawg4/oyoe|y (1) &3
opeuw.ojul oeN apepi/osad
01 siewjue ap oN
SNSSLINP SN|BJoL) — [9ABISE) wabeyui/a109ds3
L102/L0/1€ o3afoad op epulbip

"'VIONOD — [ewiuy opSejuawiiadx3 ap 9j0.uo) ap [euopeN oyesuo) ofsd sepeyps
SBeWw.Jou se wod 3 ‘600z 3P oyinl 3p ST 9p ‘6689 oU 0321090 Op ‘8007 SP 04GNIN0 3P 8 3P b6/ TT oU 197 ep SO}aaid SO Wod opiode
9p 9s-ea3u0dud — eayRua esinbsad ap suly esed ‘(WAWOY O 0}90X3) BIRIGISA OjYgNS ‘e3epioy) ojly ok sajuaduauad siewiue ap oedeziin
no/e og5usinuew ‘oeSnpoid e SA|0AUS anb ‘iolunr elRLI4 BIGRSS INY "IJ "JOid Ojad OpeIuSLo0D ‘Bjuswild OyjeAle) [alueq ‘4g ‘JOid
olad epejusiio ‘e4I9AIQ 9P SSAlY eldlpneT Jod opiznpuod Jas B ‘ojned OBS — njeanjog ap oeifal eu SNOLLLIDY SNSSLIND SNje104)
op oududA ou euijodejosn ep oedisodwod eu oedeuea ep opnis3 (STOZ-SYTT YNID 0]02030.4d) esinbsad ap 03afoid

VYN3AD-ST0Z/SHTT oN OAVIIAILYAD

ZLOT/ZL/E) OP L 19 oU WAQ BUBHOd Bp SPABJIE BPEUD

S{EWIUY P 0S() OU BINIJ 2P OSSO

Manuscrito redigido de acordo com as normas da revista JVAT



