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Dreamtime painting by
the contemporary Australian aborigine
Brogas Tjapanardi (Fogden collection)

In the end, we will conserve only what we love,
we will love only what we understand,
we will understand only what we are taught.

Baba Dioum, Senegalese conservationist

(de: Greene, 1997)
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RESUMO

O veneno de animais contém um arsenal de toxinas que desencadeia respostas fisiologicas e
bioquimicas especificas. A crotamina, um peptidio catiénico (4,4 kDa, pI 9,5), é um dos
componentes mais abundantes do veneno de cascavel Sul Americana (Crotalus durissus
terrificus). No Brasil, h4 popula¢des de C. d. terrificus que expressam ou ndo a crotamina
no veneno. Em um tUnico espécime de C. d. terrificus crotamina-positivo, foram isolados
c¢DNAs precursores de duas isoformas de crotamina, dentre as quais a crotamina Ile-19,
presente somente no veneno de C.d. ruruima. Andlise por Northern blot de RNA total e
mensagero de glandulas de C.d. terrificus crotamina-positivo € —negativo, indica que a
expressdo ¢ defectiva em espécimes de cascavel crotamina-negativo. O gene da crotamina
(Crt-pl) foi isolado e possui trés exons interrompidos por dois introns de diferentes fases e
tamanhos. O exon I codifica a totalidade do peptidio sinal; o exon II codifica os trés
residuos carboxi-terminais do peptidio sinal, bem como a maior parte da toxina madura; o
terceiro exon codifica os residuos terminais da toxina. Tentativa de identificar o
pseudogene da crotamina, que indicaria a auséncia de transcritos na glindula de veneno,
permitiu isolar um gene parélogo ao da crotamina, isto é o gene crotasin (Cts-p2). Esse
gene apresenta a mesma organizacdo estrutural do gene da crotamina, contudo, o intron I é
cerca de 800 pares de base mais longo e o exon II ¢ hipermutado. Esse gene ¢ expresso em
diferentes tecidos de cascavel, majoritariamente no pancreas, mas insignificantemente nas
glandulas de veneno. Surpreendentemente, esse gene é também detectado no genoma de C.
d. terrificus crotamina-positivo, sugerindo que o gene de crotamina é o produto de uma
duplicagio génica, bem como da evolugéo acelerada que operou restritivamente ao exon II.
Buscando as fungdes do produto desse gene nos tecidos de cascavel, por alinhamento de
dominios protéicos e outras familias de peptidios de vertebrados, duas categorias foram
encontradas: peptidios catidnicos antibidticos (B-defensinas) e dominios ricos em cisteina
de receptores de fator de crescimento. Testes antibidticos indicam que o crotasin, a
crotamina e oligopeptidios derivados sintéticos possuem certa atividade microbicida
seletiva. Por outro lado, ensaios com células-tronco embrionarias de camundongo e
crotamina de veneno mostram que a crotamina € citotoxica em concentragdes milimolares,
mas induz a diferenciagdo dos corpos embriondrios, em concentra¢des micromolares. Esses
achados demonstram a multi-funcionalidade de peptidios catidnicos, com trés pontes de
cisteina precisamente arranjadas, é decorrente da versatilidade dos dominios protéicos
anfipaticos, que permitem interagio com a membrana plasmatica, modulando canais
ibnicos e receptores celulares.



1. INTRODUCAO

1.1. As Serpentes. Alguns aspectos de sua Histéria Natural

As serpentes constituem um grupo de répteis bem sucedido, em termos de histéria
evolutiva. Enquanto ha aproximadamente 3000 espécies de serpentes, que conquistaram
diversos territorios, como rios, mares, desertos, florestas imidas tropicais e subtropicais, s6
h4d em torno de 20 espécies de crocodilianos ¢ aproximadamente 300 de tartarugas. As
serpentes, variando de alguns centimetros até 10 metros de comprimento, habitam todos os
continentes (exceto Antartida), em latitudes e altitudes muito distintas, como ao redor do
Artico até a Patagdnia; do Himalaia 4s 4guas marinhas rasas. Esse sucesso evolutivo é
atribuido, em parte, a auséncia de patas — fato que permitiu que esses répteis ganhassem os
diferentes ambientes. Porém, de maior significdncia, seria a capacidade de engolir de uma
s6 vez suas presas € ao desenvolvimento do sistema de inoculagdo de veneno para
imobilizagido da presa e/ou defesa (Bauchot, 1994).

Ao tragar a origem das serpentes, pode-se verificar que remonta uma ligagdo
evolutiva com os lagartos. A historia dos répteis comeca ao redor de 330 a 340 milhdes de
anos atras (mya), no periodo do baixo Carbonifero. Desse periodo, ¢ proveniente o mais
antigo fossil classificado como réptil, com um crinio do tipo anapsidio, como os de
tartaruga. Os Anapsidios deram origem a dois grupos maiores de répteis: os sinapsidios e os
diapsidios. Os primeiros deram origem aos mamiferos e os seguintes deram origem aos
ancestrais das serpentes. Os diapsidios se separaram em Archosauros (dinossauros e
pterossauros, e atualmente, crocodilianos e passaros) e Lepidosauromorfos (plesiossauros,
ichtiossauros e placossauros e lepidossauros).

Na fauna atual, lagartos, cobras-cegas, e serpentes sdo trés grupos de répteis que
pertencem ao grupo dos Lepidossauros, que constituem a ordem dos Squamatas (do latim,
escamas).

E consenso que as serpentes evoluiram dos lagartos de corpos alongados e sem
patas, como as cobras cegas (Amphisbaena sp.), cujos parentes mais proximos (dragio de
Komodo, e o monstro Gila - Heloderma suspectum, um dos dois unicos lagartos venenosos)

estdo dentro da familia Varanoidea.



A seguir, ¢ assinalado o aparecimento de algumas familias de serpentes, de acordo com a

era geolégica em que surgiram (conforme extraido de Bauchout, 1994).

e Madtsoidae ~85 mya (Cretaceo)
e Anilidae ~72 mya (Cretaceo)
e Boidae ~72 mya (Cretaceo)
¢ Tropidophidae ~72 mya (Cretaceo)
eColubridae ~40 mya (Eoceno)

e Viperidae ~24 mya (Mioceno)
e Elapidae ~20 mya (Mioceno)

Vale lembrar que: (i) a famiia dos Madtsoidae surgiu a 85 my, mas foi
recentemente extinta (numa data indetermnada do Quaternario); (i7) durante a transicio do
Cretaceo para o Terciario (~65 mya), os dinossauros e outros animais foram extintos, mas
ndo foram as serpentes; (iii) o registro mais antigo de uma serpente data de 100 mya — o
mais antigo vertebrado é de 470-450 mya, os primeiros répteis de 340-330 mya, os
primeiros mamiferos de 220-205 mya e o homem modermo (Homo sapiens sapiens) de 90

000 anos atras.

O esquema a seguir apresenta um panorama da atual classificagio das serpentes
dentro do subfilo dos vertebrados (Bauchot, 1994; Greene, 1997, The EMBL Reptile
Database — http://www.embl-heidelberg.de/~uetz/db-info):

Filo Chordata
Classe Reptilia
Subclasse Anapsidida
Subclasse Archosauria
Subclasse Lepidosauria
Ordem Squamata
Subordem Sauria (Lacertilia)
Subordem Amphisbaenia
Subordem Ophidiae (Serpentes)
Superfam. Typhlopoidea (Scolecophidia)
Familia Anomalepidae (cobras-cegas albas)
Familia Typhlopidae (cobras-cegas)
Familia Leptotyphlopidae/Glauconiidae (cobras-cegas diminutas)




Superfam. Henophidia (Boidea)
Familia Aniliidae/Ilysiidae (cobras cilindricas)
Familia Anomochilidae (co bras cilindricas diminutas)
Familia Boidae (jiboias e boas)
Familia Bolyeridae (jibdias insulares — Round Island)
Familia Cylindrophiidae (cobras cilindricas Asiaticas)
Familia Loxocemidae (jibdia Mexicana)
Familia Tropidophiidae (cobra-madeira, Round Island "Boas ")
Familia Uropeltidae (Shield-tail Snakes)
Familia Xenopeltidae (Sunbeam Snakes)

Superfam. Xenophidia (Colubroidea= Caenophidia)
Familia Acrochordidae (File Snakes)
Familia Atractaspididae (vipera africana)
Familia Colubridae (colubridios)
Familia Elapidae (cobras, kraits, cobra coral)
Familia Hydrophiidae (cobras-marinhas)
Familia Viperidae (viperas e cascavéis)

Entdo, na subordem Ophidia, duas superfamilias de serpentes existem: a
Scoleophidia e Alethinophidia.

Distintivamente, os membros da superfamilia dos Scoleophidia (do grego, scolex =
verme e ophidian = serpente) se caracterizam pela falta de diferenciagio do formato da
cabega em relag@o ao corpo, deficiéncia visual e auséncia de uma escama especializada que
cobre os olhos, pelas mandibulas ligadas e por apresentarem pélvis vestigiais que nem
sempre sdo visiveis e que sd3o sinais de ligagio com vertebrados tetrapodes. Trés familias

de cobras-cegas sdo compreendidas: Anomalepidae (cobras-cegas albas), Typhlopidae

(cobras-cegas) e Leptotyphlopidae/Glauconiidae (cobras-cegas dimmutas).

J4 na grande superfamiia Alethinophida (alethino = verdadeiro e ophidan =
serpente), as serpentes se caracterizam por possuirem a cabe¢a bem diferenciada do tronco,
o crdnio ser pro-cinético (a area da boca ¢ moével), os olhos seremcobertos por uma escama
especialzada e a habilidade de engolir suas presas de uma tnca vez. Nessa superfamiia
estaria compreendedida, sob a mesma chaw dicotdmica, 0s membros das fanilas
Aniliidae, Boidae, Acrochordidae e Colubroidae, entre as outras descritas.

Porém o EMBL Reptile Database classfica em duas superfamilas (ver esquema
classificatorio acima): a superfamilia Henophidia (Boidea) e a Xenophuia (Colubroidea =

Caenophidia).



De qualquer modo, a superfamilia Colubroidea compreende 85 % de todas as

serpentes existentes atualmente. Anteriormente denominada Caenophidia, essa ultima

superfamilia incorpora, assim, as familias Acrochordidae, Atractaspididae, Colubridae,
Elapidae, Hydrophiidac e Viperidae.

A relagdo abaixo apresenta o nimero de espécies de serpentes viventes de cada
familia (extraido de The EMBL Reptik Database):

Atractaspididae 67
Acrochordidae 3
Colubridae 1800
Flapidae 248
Aniliidae 1
Anomochilidae 2
Boidea (+ Phytonidac) 71
Bolyeridae 2
Cylindrophiidae 10
Loxocemidae 1
Tropidophiidae 23
Uro peltidae 47
- Xenopeltidae 2
Hydrophidae 61
Anomalepidae 16
Leptotyphlopidae 90
Typhlopidae 226
Vipendae 240

As serpentes sdo também divididas em quatro categorias ndo taxondmicas, baseadas
na dentigdo e a adaptagio morfologica dessa denti¢do para a liberagdo e inoculagdo do

veneno. Tais categorias compreendem:

Serpentes aghfas: os dentes ndo sdo modificados para liberagido do veneno. Compreendem
serpentes da familia Colubridae, genumamente ndio venenosa e aquelhs que
produzem secregdo salivar tdxica, onde o veneno ¢é introduzido na cicatriz criada

pela mordida. Dificilmente causam acidentes para 0 homem;



Serpentes opistoglifas: também da familia Colubridae, os dentes posteriores sofreram
modificagdes, no curso da evolucdo, de modo que foi possivel aumentar a eficiéncia

de inoculagdo do veneno, através de canais superficiais;

Serpentes proteroglifas: compreendem serpentes da familia Elapidae e Hidrophiidae.
Invariavelmente, todos as espécies dessas familias sfo perigosas ao homem. A
denticdo foi modificada de tal modo, que vérias espécies do género Naja possuem a

capacidade de ejetar o veneno a distancia.

Serpentes solenodglifas: incluem serpentes da familia Astractaspididae, Viperidae e
Crotalidae. As solenoglifas possuem presas frontais ocas, sobre uma maxila rotatil,
permitindo que essas sejam dobraveis quando nfo estio em uso (antes do bote). Do
ponto de vista evolutivo, ¢ o sistema de inoculagdo mais sofisticado, ndo s6 em
termos da morfologia do sistema de inje¢do do veneno na presa, mas também da

composi¢do do veneno.

Este panorama, sobre a histdria natural das serpentes, mostra o complexo quadro
evolutivo e classifficatorio desses répteis. Fosses-chaves dos ancestrais das serpentes,
esclarecedores para tragar sua historia, so muito raros, o que tem tornado o quebra-cabeca
de sua divergéncia e adaptagles indefintivamente estabelecdos, quanto tantos outros

intrigantes aspectos de sua disperséo.

Como esse trabalho tem como um dos objetos de estudo a evolucdo molecularde
uma toxina presente no veneno de cascavel Sul americana (C. d. terrificus), serd
comentado, um pouco mais, sobre o género Crotalus da familia Viperidae. Detalhes sobre

outras familias podem ser obtidos em outro lugar (Bauchot, 1994; Greene, 1997).

1.2. Género Crotalus (Repitila: Squamata: Ophidia: Alethinophidian: Colubroidae:
Viperidae: Crotalinae)

A familia Viperidae inclue todas as serpentes solendglifas, com exce¢do dos
Astractaspidios. Compreende as subfamilias Azemiopinae — a mais primitiva das viperas,
Viperinae e Crotalinae. Na subfamilia Viperinae estdo os dez géneros de viperas que vivem

na Europa e Africa.



A subfamilia Crotalinae difere dos outros Viperideos pela presen¢a do 6rgdo termo-
sensitivo em ambos os lados da cabega, entre os olhos e 0s nostril, bem como uma estrutura
caudal — o guizo. Esses receptores termo-sensives sdo capazes de detectar objetos que sdo
mais quentes que 0 ambiente, numa variagdo de temperatura inferior a 0,003 °C. O género
Crotalus pertence a essa ultima familia e é composto de vinte e oito espécies, as quais sdo
encontradas somente no novo mundo (do Sul do Canadé a Argentina Central) e com grande
nmamero de subespécies. Embora a maioria das espécies habite as regides aridas, como
cerrados, caatingas, desertos ¢ savanas, algumas espécies podem ser encontradas em
regides pantanosas ¢ de florestas (Campbell & Lamar, 1989). As serpentes do género
Crotalus variam em tamanho, desde espécies com cerca de 50 a 60 cm de comprimento (C.
intermedius, C. pricei, C. transversus), a espécies que excedem 150 cm (C.atrox, C.
basiliscus, C. durissus). A presenga de um guizo ao final da cauda torna os espécimes desse
grupo de répteis inconfundiveis (do Espanhol, cascabeles = chocalho). A coloragdo destas
serpentes freqiientemente mimetiza as do ambiente em que vivem apresentando, em geral,

tons de marrom, cinza, verde, vermelho, rosa ou amarelo.

L.3. Espécie Crotalus durissus

Crotalus durissus é a espécie mais amplamente distribuida, ocorrendo desde o sul
do Istmo de Tehuantepec no México (América Central) até a regido norte da Argentina
(América do sul). No México e América Central, C. durissus, ocorre desde o sudoeste de
Michoacan até Honduras e Nicaragua. Na América do Sul, espécies de C. durissus ocorrem
em todos os paises com exce¢do do Equador e Chile. Esta espécie ¢ geralmente encontrada
a 700 metros do nivel do mar, mas algumas populagdes podem ser observadas em
elevagdes de 1500 a 2200 metros.

A espécie, C. durissus, compreende cinco subespécies: C. d. durissus, C. d.
culminatus, C. d. terrificus, C. d. totonacus e C. d. tzabcan. Embora haja controvérsias, a
subespécie Crotalus durissus terrificus (cascavel Sul americana) foi re-classificada em oito
subespécies: C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d. cumanensis, C. d. durissus, C. d.
dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima ¢ C. d. terrificus (Campbell & Lamar, 1989). Das

cinco subespécies encontradas no Brasil, quatro delas sdo mostradas na Figura 1.



Fig 331, Crotalus durissus collilineatus: Rio Verde, Goias. Brasil.
Phute by van Sazinia. fouriesy of Augusto Shinva Al

Figura 1. Subespécies de Crotalus durissus que habitam o territorio Brasileiro.

Distribuigéo: C.d .terrificus, encontrados em Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio
Grande do Sul e Mato Grosso do Sul; C. d. collilineatus, em Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo
Paulo e Sul do pais; C. d. cascavella, em regides secas do Nordeste do pais e extremo Nordeste de
Minas Gerais; C. d. ruruima, na regido do cerrado Roraima; C. d. marajoensis, que ndo estd
representado aqui, nos campos da Ilha de Maraj6. Extraido de Campbell & Lamar, 1989.



1.4. Composigio do veneno de serpentes

A inoculagdo parenteral de venenos constitui uma das estratégias de subjugar a
presa para a alimentacdo desenvolvido por algumas familias de serpentes ao longo da
evolucdo, em adi¢do a constricgdo e a0 abocanhamento sem subjugagio — mais primitivas.
Também a inoculagdo de veneno constituiu uma estratégia de defesa, quando a retirada sem

ameaca da propria serpente nio € possivel.

Das dezoito familias existentes, somente quatro apresentam espécies que produzem

secregoes toxicas: Atractaspidae, Colubridae, Elapidae ¢ Viperidae.

O wveneno ¢ produzido em glindubhs especializadas, que parecem ser
embriologicamente relacionadas com as glandulas salivares e o pancreas. No caso dos
espécimes da familia Viperidea - Viperinae e Crotalime, a glandula de veneno (Figura 2)¢é
ligeiramente triangular ¢ possui um grande lamen onde o veneno (secregdo toxica) ¢
armazenado. Em adicdo, a glandula de weneno apresenta uma gléndub globular acesoria
associada, que circunda a terminag@o do duto de veneno. Ja o duto de veneno secundério
conecta o limen da glindub acesséria a uma bolsa Hrmada pela bairha que envolve as
presas (Kochva & Gans, 1966). Sendo assim, o sistema noculador de veneo dos Viperidios
solendglifos, semelhante a uma mnjegdio e com presas ocas em formas de agulha, é o mais
eficiente em termos de velocidade de injecdo, bem como de quantidade de veneno mjetada
(Meier & Stocker, 1995).

A B

Figura 2. A — presa solendglifa de espécime jovem de Botrhops atrox; B - corte sagital de
uma glandula de veneno de Viperidios. Vg, glandula de veneno; lu, lamen; ag; glandula
acessoria; (extraido de Kochva & Gans, 1966).
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Os venenos de serpentes sdo os fluidos corpéreos mais concentrados, produzidos
pelos vertebrados. Enquanto o conteddo sélido da saliva fica em torno de 0,1 a 1,0%, o do
suco gastrico de 0,5 — 0,8%, o pancreatico de 0,4 — 1,0%, o de veneno alcanga de 16 a 52%.

Menos de 10% do material s6lido ndo ¢ proteina.

A concentragdo protéica no veneno aumenta de 15%, nos primeiros dias apds a
extracdo, a 30%, apds 30 dias da extragio. Contudo, idade, espécie, hidratagio e

alimentagfo, influem na producéo.

A composi¢do dos venenos € o seu conteudo toxico variam de acordo com espéce e
distribuigio geografica. Essa varabilidade é também verificada no veneno de uma mesma
espécie (variagdo mtra-especifica). E sugerido que a disponibiidade de determinadas
presas, de acordo com a biogeografia, sera responsavel pekh variabiidade do veneno
(Daltry et al., 1996).

Os componentes protéicos do veneno incluem constituintes enzimaticos € nio
enzimaticos. Constituintes outros que proteinas, que contribuem para a toxicidade dos
venenos sdo, de um modo geral: 4cidos graxos e fosfolipidios; aglcares livres, de
glicoproteinas; FMN, como co-fator de L-amino oxidase — responsaveis pela coloragdo
amarela de alguns venenos; nucleosidios e nucleotidios, particularmente ADP; amimoécidos
livres, provenientes da autdlise do veneno, da ativagdo de toxinas ou da degradagdo de
c¢lulas secretoras; aminas bidgenas, incluindo histamina, serotonina, bufotenina e N-
metiltriptofano; catecolammas, tais como epinefrina, norepinefrira ¢ dopamina;
acetilcolina; fons metélicos e ndo-metalicos como Na, K*, Ca®", Mg®", Cu®’, Mn*". Os
componentes farmacologicamente ativos mais importantes dos venenos compreendem os
polipeptidios enziméticos e ndo enziméaticos. Alguns séo de distribuicdo geral no veneno de
varias familias de serpentes, enquanto outros sdo restritos a um tipo de veneno,
caracterizando os sintomas do envenenamentro por determinadas espécies de serpentes. As
enzimas de natureza proteolitica contribuem para o dano tecidual e digestdo da presa. Por
outro lado, (poli)peptidios que afetam a circulagfio sangiinea e movimentos musculares
(respiratorio € motores) sdo mais eficientes na imobilizagdo da presa e de especial interesse

na busca de compostos lideres na descoberta de novas drogas.
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Diversos exemplos de oxiredutases, transferases, hidrolases, liases sdo encontrados,
em quantidades variadas, em todas espécies de serpentes venenosas ou restritas aos venenos
de Elapidios e/ou Viperidios (Sarkar & Devi, 1959; Meier & Stocker, 1995). Até o
momento, nos venenos de serpentes t€m sido encontrados polipeptidios que agem sobre
diferentes alvos celulares e com os mais variados modos de acéio biblogica (Sarkar & Devi,
1959). Esse arsenal de polipeptidios farmacologicamente ativos permie, evidentemente,
uma maior toxicidade dos venenos em relagdo aos componentes isolados que os constitui.
Ja descritos se encontram: (a) toxinas de agdo local (miotoxinas de baxo peso molecular,
miotoxinas com ativiadade de PLA; e hemorraginas) (Ownby, 1990; Manjunatha Kini,
1997); (b) toxinas que afetam o sistema nervoso por interacdo com a membrana pré-
sindptica e pos-sindptica ou canais i6nicos (Mebs & Hucho, 1990, Chiappinelli, 1993;
Harvey et al., 1993); (c) componentes cardiotoxicos (cardiotoxina de Elapidios e
sarafotoxinas de Astractaspis) (Bdolah et al.,, 1991; Kochva et al., 1993); (d) toxinas que
afetam o sistema cardiovascular (Marsh & Whaler, 1978; Kornalik, 1991), tais como (1)
pressdo sangtiinea, (2) parede vascular (3) células endoteliais; (4) plaquetas; (5) ativagdo da
protrombina; (6) o fibrinogénio; (7) proteina C; (8) antitrombina III.

H4 ainda, componentes protéicos, ndo toxicos com variadas agles biologicas que
ndo estdo compreendidos nas classes acima. Por exemplo, lectinas (Carvalho et al., 1998),
fatores de crescimento de nervo, NGF (Kostiza & Meier, 1996; Lipps, 1998), inibidores de
fosfolipase (Fortes et al., 1994; Perales et al., 1995), inibidores de adesdo de plaquetas
(Zhou et al., 1996; Liu et al., 1997) e componentes que afetam o sistema complemento
(Vogt, 1991).

L.5. Constituintes do veneno de Crotalus durissus

Em adigdo, aos componentes amplamente encontrados no veneno de diferentes
espécies, as toxinas que ocorrem prepoderantemente no veneno de Crotalus durissus, sdo
assinaladas, a seguir.

e Crotoxina - uma neurotoxina com duas subunidades, que atuam
sinergicamente: uma subunidade basica (Crotoxina B), com atividade
fosfolipasica A, e uma subunidade 4acida (Crotoxina A ou Crotapotina), ndo
toxica. Sua atividade neurotdxica € exercida, pré-sinapticamente, através do
bloqueio da transmissio neuromuscular, alterando a liberagio de

acetilcolina.
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Também, tem sido demonstrado que a crotoxina impede a recaptagio de *H-
colina, contribuindo para o bloqueio da neurotransmissdo (Slotta and
Fraenkel-Conrat, 1938; Chang and Lee, 1977; Hagwood and Santana de S4,
1979, Kattah et al., 2000). Ambas subunidades foram clonadas e
sequénciadas (Bouchier et al., 1988; 1991).

Convulxina (CVX) - uma glicoproteina que consste de duas subunidades
(o e B), ligadas por pontes dissulfeto, formando uma estrutura hexamérica. A
convulxina ¢ um potente agregador de plaquetas, que se liga aos receptores
plaquetarios para colageno (glicoproteina VI, GPVI). Tem sido demonstrado
que peptidios derivados do colédgeno impede a ligagdo de CVX, conjugada
ao corante fluorescente FITC, ao receptor GPVI. Portanto, a atividade de
CVX tem imphcag¢des no quadro patolégico de trombose (Brazil, 1972; Lee
1972; Seki et al., 1980; Prado-Franceschi & Vital-Brazil, 1981; Niedergang
et al., 2000). Os cDNAs das duas subunidades da convulxina foram clonadas
(Leduc & Bon, 1998)

Girotoxina — também uma glicoproteina, porém com atividade enzimatica
do tipo trombina e esterase. Inje¢do intravenosa (i.v.) em camundongo induz
episodios temporarios de rotagdo ao redor do eixo axial do corpo. Trés
outras toxinas trombina-simile sdio descritas em serpentes da familia
Crotalinae: crotalase de Crotalus adamanteus (cascavel diammnte); ancrod
de Agkistrodon rhodostoma (vipera Malaia); enzima trombina-simile de C.
durissus durissus (cascavel da América Central). Acredita-se que essas
enzimas liberem peptidios neuromoduladores de precursores enddgenos

(Barrio, 1961; Alexander et al., 1988).

Peptidios hipotensores — da biblioteca de cDNA de glandula de veneno de
C. durissus terrificus, espécime 9706, foram isolados isoformas de dois
precursores de peptidios da familia dos potenciadores da bradicinina (BPP) e
dos peptidios natriuréticos do tipo C (GenBank n° de acesso AF308593 e
AF308594) (dados ndo publicados).
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Fator de crescimento de nervos (NGF) - um ¢cDNA do precursor de NGF foi
também isolado da biblioteca de glandula de veneno de C. durissus terrificus,
espécime 9706 (GenBank n° de acesso AF306533) (dados n#o publicados).
Toxina analgésica — Giorgi et al. (1993) descobriu um fator analgésico no
veneno de Crotalus durissus terrificus. Administragdo subcutinea (s.c.),
intraperitoneal (i.p.) ou oral (p.o) desse fator de peso molecular aparente de 3
kDa, mostrou um efeito antinociceptivo, que ¢ abolido por tratamento com
tripsina. Demonstracdo que morfina aumenta o efeito analgésico e naloxano
antagoniza, sugere um mecanismo de agdo similar ao da endorfina.

Crotamina, um peptidio toxico (~5 kDa) que aumenta a corrente de sédio em
células musculares e que causa mionecrose local. E discutida abaixo em

detalhes.

1.6. A toxina Crotamina

A crotamina foi a primeira miotoxina basica a ser isolada do veneno de cascavel Sul
— Americama, Crotalus durissus terrificus (Gongalves e Vieira, 1950, 1956). E um dos
componentes mais abundantes do veneno de cascavel Sul-Americana (Crotalus durissus
terrificus) - o veneno bruto rende aproximadamente 10% de crotamina, por peso seco. A
crotamina é um polipeptidio basico pequeno (PM 4400, pl 9,5), conectado por trés pontes
dissulfetos. A seqiiéncia polipeptidica dessa miotoxina compartilha 92 % de similaridade
com a de miotoxina-a proveniente do veneno de Crotalus viridis viridis (cascavel das
pradarias), do oeste dos Estados Unidos (Ownby et al., 1976, Fox et al., 1979). Outras
miotoxinas foram isoladas de diferentes espécies de serpentes do género Crotalus e visto
compartilhar alta similaridade com a crotamina, constituindo uma familia. Sdo essas as
miotoxinas I e I de C. viridis concolor (Bieber et al., 1987; Engle et al, 1983), o peptidio
C de C. viridis helleri (Maeda et al., 1978) ¢ a CAM-toxina de C. adamanteus (Samejima et
al,, 1987). Na figura 3 ¢é apresentada a familia dos peptidios toxicos crotamina-simile de
varias cascavéis do continente Americano.

Vérias isoformas de miotoxinas t€m sido observadas em pool de venenos e,
também, no veneno de um unico espécime adulto de Crotalus (Mebs e Korarlk, 1984;

Bobber et al., 1988; Griffin & Aird, 1990; Aird et al., 1991).
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Figura 3. Familia das miotoxinas crotamina-simile. O alinhamento foi feito com o programa
CLUSTAL, usando a tabela de substituigio PAM 150. O cladograma foi feito pelo método do
Neighbor-joining. Crotamina, C. d. terrificus (Laure, 1975); crotamina Ile-19, C. d. ruruima (dos
Santos et al., 1993); miotoxina-a, de C. viridis viridis (Fox et al., 1979); miotoxina 2 e 3/512909,
Crotalus adamanteus (Samejima et al., 1987); miotoxina 1 ¢ I, de C. virirdis concolor (Bieber et al.,
1987); peptidio C, C. viridis helleri (Maeda et al., 1978). Os residuos de aminoécidos que diferem da
crotamina estio destacados em negrito.

Ainda que os peptidios crotamina-simile sio amplamente distribuidos entre as
espécies de serpentes do género Crotalus, a presenga dessas miotoxinas no veneno varia de
acordo com a regido geografica em que uma determinada espécie ou subespécie habita
(Schenberg, 1959a; 1959b; Aird, 1985; Straight et al., 1991; Nedelkov & Bieber, 1997;
Santoro et al., 1999).
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A crotamina causa, quando ingtada intraperitonealmente, rapida paralisia (num
tempo inferior a 15min) das patas traseiras de camundongo — um efeito tipico dessa toxina.
Dificuldade em respirar e rigidez muscular so também produzida, sugerindo uma agéo
veratrina-simile (Gongalves, 1956). Em nivel molecular e celular, a crotamina nduz um
aumenta da corrente de sédio voltagem-dependente (mediado por canais de Na') por
despolarizac@o acentuada (redugdo do potencial de repouso) da membrana dos midcitos das
fibras musculares, junto as placas motoras — um mecanismo que é prevenido pela
tetrodotoxina (TTX) (Hong and Chang, 1985; Brazil and Fontana, 1993, Matavel et al.,
1998). Conseqiientemente, o influxo macio de ions sodio causa dilatagdo do reticulo
sarcoplasmaticos dos midcitos e inducdio lenta de mionecrose restrita as células dos
musculos esqueléticos (Ownby, 1998). Esse mecanismo, pelo qual a crotamina exerce sua
toxicidade, € similar ao da miotoxina-a, mais extensivamente estudada (Cameron and Tu,
1978; Fletcher et al., 1996, Bieber & Nedelkov, 1997). Porém, a mitoxina-a, que difere de
somente trés residuos de aminoacidos, causa aumento da concentra¢do de ions calcio no
espago miofibrilar (e contragdo do musculo). O aumento da concentracdo desse ion se daria
pela interacio da toxina com a enzima Ca’*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico —
impedindo a recaptagdo, ou através da indugio da liberagdo de cakio dos estoques
intracelulares mantidos pela proteina calsequestrina, pela mteragio com uma proteina
regulatoria associada a calsequestrina ou, ainda, interagindo com receptores de rianodina
(Utaisincharoen, 1991; Furukawa et al., 1994; Okhura et al., 1994; 1995; Yudkowisky,
1994; Hirata et al., 1999). Ainda que um panorama geral sobre os alvos celulares da
crotamina ¢ miotoxin-a tenha sido delineado, ndo estd completamente definido se ha uma
especificidade de agdo para essas toxinas, isto ¢, se a intera¢do da crotamina com canais de
Na“ ou da miotoxina a com o estoque de Ca’" é devido aos diferentes residuos de amino
acidos que compdem as duas toxinas, porém levando ao mesmo efeito final - paralisia

muscular mediata ¢ mionecrose tardia.
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1.7. Emprego das toxinas de veneno de serpentes na medicina

O mais welho relato do envenenamento humano por serpentes € registrado em
papiro do antigo Egito, datando de 1600 a.C. (Hearst Medical Papyrus, 1600 B.C.). Tais
escritos foram levados para a Grécia antiga (Dioscorides, 37-68 a.C.). Como ilustrado em
nidan — os escritos Indianos ilustrados de Susrate, datado de 2500 a.C, os venenos de
serpentes seriam usados para prolongar a vida. Talvez, esses tenham sido as primeiras
considera¢des sobre o emprego do veneno de serpentes em medicina. Entretanto, somente
no séc. XVI o veneno de serpente comegou a ser tratado como matéria cientifica — no
conceito ocidental, por Jacques Grevin (1568) (Devi, 1959).

Desde entdo, varios componentes toxicos de veneno de serpentes serviram como
modelo para o desenvolvimento de novas drogas ou tém sido usados como ferramenta
bioldgica ou mesmo em terapia (Stocker, 1990; Harvey, 1993, Ohizumi, 1997).

Entretanto, dois exemplos sdo dignos de nota. Um deles, constituindo um dos
maiores sucessos na busca de produtos naturais para uso farmacéutico, &€ o caso do
desenvolvimento do anti-hipertensivo Captopril, que se deu nos laboratorios do Squibb
Institute for Medical Research, USA. Esse teve como substincia protdtipo peptidios
hipotensores, BPPs (bradikinin-potentiating peptides), do veneno de jararaca (Bothrops
Jararaca: Crotalidae), a partir do qual diversos analogos, inibidores da enzima conversora
da angiotensina I (ACE) - uma carboxipeptidase, foram sintetizados ¢ um deles, o
captopril,- bem sucedido no controle da hipertensdo arterial (Ferreira & Rocha e Silva,
1965; Ferreira et al., 1970; Cushman et al., 1982; Ferreira, 1994; Opie & Kowolik, 1995;
Cushman & Ondetti, 1999; Ferreira, 2000). Outro exemplo importante ¢ o emprego de a-
bungarotoxina para quantificar a distribuigdo de receptores colinérgicos em doengas como a
myasthenia gravis (Tsujibata et al.,, 1980; 2001). Aquela ¢ uma a-neurotoxina longa,
isolada do veneno de Bungarus multicinctus, que interage quase irreversivelmente com
receptors nicotinicos de acetilcolina (nAchR) das jungdes neuromusculares (Chang & Lee,
1963). A toxina é, portanto, um inibidor competitivo da acetilcolina e induz no animal um
quadro de distarbio motor (bloqueio da transmissdo neuro-muscular) semehante ao de

pacientes miasténicos (Kennel et al., 1993).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista que ha varias isoformas de uma mesma toxina no veneno de um
tnico espécime de serpente, que ha variag@o intra-especifica da composi¢do do veneno de
-serpentes, que hd duas populagdes de C. durissus terrificus que expressam ou nio a
crotamina no veneno ¢ que hd uma certa complexidade no mecanismo de agdo da

crotamina, os seguintes o bjetivos foram inicialmente propostos:

Construir bibliotecas de ¢cDNA das glandulas de veneno e de bibliotecas gendmicas
de C. durissus terrificus crotamina-positivo ¢ crotamina-negativo, para acessar 0s
transcritos expressos na glandula de veneno, bem como dos genes toxicos dessas

serpentes;

Isolar os cDNAs precursores da crotamina a partir da biblioteca de cDNA e
verificar se esses precursores sdo expressos em glindulas de espécimes de cascavéis

crotamina-negativos;

Isolar, identificar e analisar o(s) gene(s) da crotamina de C. d. terrificus crotamina-
positivo e do gene/pseudogene correspondente em espécime de cascavel crotamina-

negativo;

Analisar a fun¢do dos produtos dos cDNAs precursores da crotamina isolados,

através da preparacio de toxinas recombiantes e peptidios sintéticos derivados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengdo dos espécimes de serpentes C. d. terrificus e excisio dos tecidos

Espécimes de cascavéis Sul-americanas (Crotalus durissus terrificus) crotamina-
positivo e crotamina-negativo foram obtidos do Laboratério de Herpetologia, do Instituto
Butantan, S&o Paulo, Brasil. Os animais foram capturados em localidades bem demarcadas
da regido sudeste e centro-oeste. A tabela 1 relaciona o local de captura dos espécimes, o

namero de registro atribuido a cada um ¢ o fenétipo em relagéo a crotamina.

Tabela 1.
Espécimes de C. durissus terrificus catalogadas de acordo com a localidade ¢ a
presenca de crotamina no veneno ou do gene no genoma

Espécime n° Local da captura Crotamina no veneno
(ou gene no genoma)*
C.d.t. 9315 Sdo Luis do Paraitinga - SP negativo
C.d.t. 9315-2 Sdo Luis do Praitinga - SP negativo
C.d.t. 9705 Martin6é polis - SP positivo
C.d.t. 9706 Martind polis - SP positivo
C.d.t. 001 Campo Mour#o - PR positivo
C.d.t. 002 Campo Mourdo - PR positivo
C.d.t. 60081 Machado - MG negativo
C.d.t. 00083 Machado - MG negativo

* verificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA) do veneno ou por PCR usando primers
gene-especifico e DNA gendmico extraido do figado

O veneno de cada serpente foi extraido trés dias antes do sacrificio dos animais e,
entdo, liofilizado ¢ armazenado para emprego posterior.

As serpentes foram anestesiadas com didxido de carbono e sacrificadas por
decapitagdo. Os tecidos como glandulas, cérebro, coragio, figado, baco, pancreas e rins
foram cuidadosamente incisados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Os

orgdos foram mantidos em freezer, a — 80 °C, até o momento do processamento.
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3.2. Isolamento do RNA total

Os orgios de C. durissus terrificus crotamina-positivo e negativo foram excisados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a — 80 °C até o momento do
uso. Cérebro, glandulas de veneno, coracdo, figado, pancreas e rins foram macerados
separadamente sob nitrogénio liquido e os tecidos pulverizados rapidamente transferidos
para solugiio de TRIZOL (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA) ou para uma
mistura 4cida de tiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio (Chomczynski and Sacchi,
1987). As misturas foram completamente homogeneizadas ¢ as fases separadas por
centrifugag@o (12000 x g, 15 min, 4°C). As fases aquosas foram coletadas ¢ transferidas
para tubos novos. Os RNAs foram precipitados com um volume de isopropanol e coletados
por centrifuga¢do (12000 x g, 15 min, 4°C). Os RNAs foram, entfio, secados ao ar e
ressuspendidos em 4gua desionizada tratada com dietilprocarbonato (DEPC). A
quantifica¢do foi feita por espectrometria de UV (ODagonm) (espectrofotdmetro Beckman
DU620). As preparacdes aquosas de RNA foram mantidas a — 80°C ou, para evitar
degradagdo, os RNAs foram re-precipitados e mantidos em formamida, a— 80 °C.

3.3. Isolamento do Poli (A*) RNA

RNA poli (A") — RNA mensageiro, foi preparado a partir de um par de glindulas de
veneno de um unico espécime adulto de Crofalus durissus terrificus crotamina-positivo,
usando o Kit Fast Track mRNA Isolation Kit (INVITROGEN Life Technologies, San
Diego, CA). As glandulas, 810 mg, foram removidas trés dias apds a extragdo do veneno,
quando o nivel de sintese de RNA maxmo ¢ atingido (Rottenberg er al, 1971), ¢
rapidamente congeladas em nitrogénio liquido. As glandulas foram maceradas sob
nitrogénio liquido e o péd de tecido transferido para um tubo cénico contendo 15 ml de
tampdo de lise, posteriormente, foram seguidos os procedimentos descritos no manual de
instrugdo do Kit.

Alternativamente, o RNA poli (A") das glandulas de serpente crotamina-negativa
foi preparado, a partir do RNA total, através da utilizagdo do polyA Tract mRNA Isolation
Systems (Promega, Madison, WI).
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3.4. Isolamento do DNA gendmico

Os 4acidos desoxirribonucléicos gendmicos foram extraidos e purificados de
aproximadamente 1 g de figado pulverizado, sob nirogénio liquido. Os DNAs gendmicos
de cada espécime foi purificado na presenga de proteinase K e SDS (Ausubel et al., 1995),
conforme descrito sucintamente: um grama de figado pulverizado de cada espécime foi
transferido para tubo cdnico estéril contendo tampdo de extragio de DNA gendmico
(Tris. HC1 10 mM, pH 8,0, EDTA 100 mM, SDS 0,5 % e 10pg/ml de RNase A, livre de
DNase).A suspens@o foi incubada a 65 °C por 25-30 min, com homogeiniza¢do eventual.
Em seguida, proteinase K foi adicionada para uma concentragdo final de 100 pg/ml e a
mistura incubada a 50 °C, por aproximadamente 12 h. A solugdo foi extraida com PCI
(fenol: cloroférmio: dcool ispamilico, 25:24:1), por 10 minutos, por inversdo do tubo. As
fases aquosa e orgénica foram separadas por centrifugacdo a 5000 x g, por 15 min, em
temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e a extragdo repetida
por mais duas vezes. Uma ultima extragio foi feita unicamente com cloroformio ¢ o DNA
gendmico precipitado com etanol absoluto, ap6s a adi¢do de acetato de amonio para
concentracdo final igual a 2,2 M. O DNA filamentoso foi cuidadosamente removido com
uma al¢a de vidro e lavado com etanol 70 %, a temperatura ambiente. Apds secagem ao ar,
0 DNA foi solubilizado em TE (Tris. HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) ¢ quantificado por
espectrofotometria de UV (ODagonm). O DNA foi mantido numa concentragdo de 100
ug/ml, 4°C, até o momento do uso. '

3.5. Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese do cDNA foi realizada usando o Kit UniZAP XR (Stratagene, Lalolla,
CA). A primeira fita foi sintetizada a partir de 6.9 pg de poly(A") RNA. Como primeira
etapa, um oligonucleotidio de timina - olido(dT);s, ligado com um sitio de restrigdo para
Xhol foi incubado com os RNAs mensageiros. A partir da associacdo desse linker/primer,
com a cauda de poliadeninda dos mRNAs moldes, foi catalisado a sintese da primeira fita
de cDNA. A DNA polimerase RNA dependente - transcriptase reversa — empregada foi a
de virus causador de mieloblatose de roedores (MMVL - RT). A sintese foi conduzida na
presenga de 5-metil-dCTP para hemi-metilar ¢ proteger a primeira fta de cDNA das

digestdes com enzimas de restri¢do dos passos de clonagem subseqiientes.
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3.6. Construgio da biblioteca de ¢cDNA de glindula de veneno de C. durissus terrificus
crotamina —positivo

Apos sintese da segunda fita de cDNA, usando DNA polimerase 1 de E. coli, as
terminagdoes do cDNA foram feitas “blunt” com pfie DNA polimerase. Aos cDNAs foram
ligados adaptadores com sitios EcoRI e Xhol, os quais foram finalmente digeridos com
Xhol para liberar os adaptadores EcoRI. Os cDNAs resultantes, com sitio EcoRI na
termina¢do 5’ e sitio Xhol na terminagdo 3°, foram fracionados por cromatografia de
fittragdo em gel usando a resina Sepharose CL-4B. Os ¢cDNAs foram entfo ligados ao vetor
UniZAP XR - um derivado do fago A (Stratagene, LaJolla, CA) e empacotados, usando o
reagente Ready-To-Go Packing Extract Kit (AmershamPharmacia Biotech, Piscataway,
NJ). Os bacteriofagos recombinantes empacotados foram titulados, a biblioteca primaria foi
amplificada e armazenada em 7% DMSO, a - 80°C.

3.7. Construgdo das bibliotecas genémicas de C. d. terrificus crotamina-positivo e

negativo

As bibliotecas gendmicas foram construidas no vetor AFIXII, usando o Kit
AFIXII/Xhol partial Fill-in Kit (Stratagene, La Jolla, CA). Cem micro-gramas dos DNAs de
alto peso molecular (HMW-genomic DNA) isolados de figado foram digeridos
parcialmente com a enzima Sau3Al ou, alternativamente, BamHI e os produtos de digestio
resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,9 %, em tampdo TAE. Os produtos
compreendidos entre 9 ¢ 23 kb foram eletroeluidos e precipitados com etanol absoluto.
Um micrograma foi ligado no vetor lambda FIXII, com T4 DNA ligase, a 4°C, durante 20
horas. Os fagos recombinantes foram empacotados com o Kit GigaPack HI (Stratagene,
LaJolla, CA) e usados para infectar células de E. coli XL1 Blue MRA. Apds amplificacdo,
a 7% de DMSO foram adicionados as bibliotecas, as quais foram divididas e armazenadas
indefinadamente a — 80°C.

3.8. Rastreamento das Bibliotecas de cDNA e genomica por PCR

Desde que o rastreamento tradicional de bibliotecas para um precursor ou gene de
interesse por hibridacdo de placas de lise ¢ trabalhoso e consome muito tempo, um
protocolo baseado no rastreamento por PCR foi empregado (Israel, 1993, 1995).
Brevemente, a biblioteca de ¢cDNA ou gendmica foi subdividida em aliquotas de 1000
unidades formadoras de placa de lise (pfu) por pogo, em uma micro-placa, e propagadas por

aproximadamente 6 horas.
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Entdo, amostras de cada pogo foram removidas e testadas para a presenca de cDNA
da crotamina ou o seu respectivo gene, usando oligonucleotidios especificos
(5’crot/5crotl 63, para o cDNA, ou H10/ 5crotl63). Pogos que continham clones positivos
para cDNA ou o gene da crotamina foram identificados através da sintese de um produto de
PCR de 100 pares de base e ~1100 bases, respectivamente, que hibridizam com um
oligonucleotidio mterno como sonda.

Um dos pogos positivos foi subdividido em 25 pfu por pogo, re-amplificado e
rastreado, novamente, do mesmo modo. No terceiro rastreamento, foi possivel isolar,
aleatoriamente, clones unicos positivos, desde que a biblioteca foi enriquecida de clones
com ¢cDNAs da crotamina, para a biblioteca de cDNA, ou com o gene da crotamina, no
caso da biblioteca gendmica.

Os oligunucleotidios usados para o rastreamento da biblioteca baseado na reagdo de
PCR foram “sense” 5S5’crot (5’-CAGTGTCATTAAGAAAGGAGG-3’) e “reverse”
Scrot163 (5’-ATGGACTGTCGATGGAGATG-3’). Cada mistura de reagdo de PCR (30 ul
final volume) continha 30 pmoles de cada primer especifico, 0.58 U Taq DNA polimerase,
200 pM de cada desoxinucleotideo - dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 3.5 mM MgClL, 1 x
PCR buffer, and Ipl DNA molde (bacteriofagos recombinantes da biblioteca). Cada etapa
de rastreamento por PCR continha um tubo sem DNA molde (controle negativo) e um tubo
contendo uma aliquota de uma biblioteca de cDNA da miotoxina-a (controle positivo). As
reacdes de PCR foram feitas em um termociclador térmico (Perkin Elmer 9600) por 30
ciclos de 94°C por 1 min, para denaturar o DNA molde, 43°C por 45 s para a associagdo do
primer, 72°C por | min, para polimerizagdo, apés um ciclo inicial de 94°C por 4 min. Apds
o final de todos os ciclos, as amostras foram dexadas polimerizando a 72°C por 7 min, e

mantidas a 4°C até analise em gel de agarose.

3.9. Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampdo TAE, visualizado com brometo de etidio e transferidos para membrana de nylon
carregada positivamente (GeneScreen Plus - Du Pont, Boston, MA) através de transferéncia
alcalina - “alkaline downward capillary transfer” (Zhou et al., 1994). A transferéncia foi
completada em 2.5 horas. A membrana foi neutralzada com 2 X SSC e pré-hibridada a
42°C por 2 horas com 10 ml de uma solugdo de 6X SSC, contendo 5 X solugdo de
Denhardt, 0.05% PP;, 100 ug/ml de DNA de células espermaticas de salmio denaturado e
0.5% SDS.
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A hibridagdo foi feita a 42°C, durante a noite, com uma solugdo de 6X SSC, contendo 1X
solucdo de Denbardt, 0.05% PP;, 100 pl/ml tRNA de levedura, 0.5% SDS e o
oligunucleotideo, interno ao produto de PCR, HO7 (5’-GGCCGCTCTAGAACTAG-3")
marcado com digoxigenina, através de um nucleotidio modificado, DIG-dUTP (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany), usando a enzima TdT (Terminal
deoxydinucleotidyl transferase) (Vincent et al., 1982; Ausubel, et al. 1994). As bandas que
correspondem ao produto de PCR especifico foram visualizadas através de imunodetecgo
com o oconjugado antrdigoxigenina/fosfatase alcalina (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germany).

3.10. Isolamento do gene da crotamina por “genome walking”

Um outro modo de isolar o gene de interesse foi através do “genome waking”. A
fim de isolar o gene da crotamina usando essa técnica, o Kit Universal Genome Walking
(Clontech, Palo Alto, CA) foi empregado.

Os procedimentos foram essencialmente como descrito no manual do fabricante.
Brevemente, um micrograma do DNA genomico de figado do espécime de cascavel 9706
foi digerido com cinco diferente enzimas de restri¢do, que corta em “blunt” (Dral, EcoRV,
Pvull, Scal e Stul), € os produtos de digestdo foram ligados aos adaptadores APl e AP2. As
cinco bibliotecas do “genome walking® foram amplificadas com o primer sense AP1 (5°-
GTAAT ACGACTCACTATAGGGC-3”) e o primer gene especifico reverso GSP2 (5°-
ACTGTCGATGGAGATGGAAAATGCTGTA-3’), usando uma mistura para LD-PCR — Long
distance PCR (eLONGase Enzyme Mix, INVITROGEN Life Technologies, San Diego,
CA). Os produtos de PCR foram extraidos com um volume de PCI e 1 pl de cada reacdo foi
re-amplificado com a mesma mistura para LD-PCR, exceto que os primers foram
substituidos por primers internos & seqiiéncia amplificada, AP2, sense (5-
ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’) e 3crotl63, anti-sense (5’-CATCTCCATCGACAGTCCAT-3’).
Os primers GSP2 e 3crot163 foram sintetizados a partir da seqiiéncia 3’ do cDNA da
crotamina (Radis-Baptista et al., 1999). Os produtos de PCR foram purificados através de
MicroSpin Column HR-400 (AmershamPharmacia Biotech, Piscataway, NJ) e clonados no
vetor pCR TOPO 2.1 (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA).
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3.11. Isolamento e clonagem do gene crotasin

Baseado na seqiiéncia do gene da crotamina foram sintetizados dois
oligonucleotidios, que correspondem as sequéncias 5>-UTR e 3’-UTR (untranslated region)
do gene. S@o eles: PRO-S2 (5’-ACACTGCAAGTCCTGAGCCT-3’) e NOR-RV (5’-
TAGCAGGCGGCACTCTCAGGT-3"). Esses primers foram empregados para amplificar o
psudogene da crotamina a partir de 1pg de DNA gendmico, isolado do figado do espécime
93015 (C. d. terrificus crotamina-negativo). A mistura de rea¢@o continha 10 pmoles de
cada primer, 25 pl da mistura de eLONGase Enzyme mix (INVITROGEN Life
Technologies, San Diego, CA). O protocolo para o LD-PCR foi modificado para TD-PCR
(touch-down PCR): um passo de denaturagdo antes da amplificacio de 94 °C por 30 s; 10
ciclos de 94 °C por 30s, 65°C por 30 s, menos 1° C por ciclo, 68 °C por 3 min; 25 ciclos
de 94 °C por 30s, 55°C por 30 s, 68 °C por 3 min e, um passo adicional de 72°C por 7
min). Novamente, o produto de PCR foi purificado em MicroSpin column HR-400 e
clonado no vetor pCR2.1- TOPO (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA). As
construgoes foram usadas para transformar células competentes de E. coli TOPO 10. A
selegdo das células recombinantes foi feita em placas de LB/ampicilina contendo X-GAL e
IPTG. A células contendo os plasmidios recombinantes foram propagadas em meio LB,
contendo ampicilina a 50 pg/mL e o DNA plasmidial purificado por coluna de troca-iénica
(Wizard Plus MiniPreps DN A purification System, Promega, Madison, WI ).

3.12. Andlise da expressao da crotamina em glindula de veneno por Northern Blot

O northern blot foi feito com RNA total e RNA poli(A") de glandulas de um unico
espécime de C. durissus terrificus crotamina-negativo ¢ com RNA poli(A") de glandulas de
C. durissus terrifcus crotamina-positivo que foi usado na construgdo da biblioteca de
cDNA. As glindulas de C. d. terrificus crotamina-negativo, capturado em Sdo Luis do
Paraitinga, S3o Paulo, Brazil, foram excisadas e rapidamente congeladas em nitrogénio
liquido. Os RNAs (10 nug de RNA total ¢ 0.5 pg de mRNA de espécimes crotamina-
positivo e crotamina-negativo), purificados como descrito acima, foram separados por
eletroforese em gel de agarose desnaturante contendo tiocianato de guanidina (Goda and
Minton, 1995) e transferidos para membrana de nylon positivamente carregadas

(GeneScreen plus - Du Pont, Boston, MA), com 10 x SSC, por aproximadamente 12 horas.
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Os RNAs foram fixados & membrana a 80°C, sob vacuo, por 30 minutos. A
membrana foi pré-hibridizada a 42°C por 2 horas em 50% de formamida, 5X SSC, 5X
solucdo de Denhardt, 0.1% n-laurilsarcosina, 0.02% SDS e 100 pg/mi de DNA de células
espermaticas de salmio denaturado. A hibtridizagdo foi realizada a 42°C, durante a noite,
apo6s a adigdo de 250 ng do cDNA da crotamina de 350 bp, previamente marcado com DIG-
dUTP pela técnica de “incorporacdo de desoxinucleotidios marcados por PCR” (DIG DNA
labeling Kit, Roche Molecular Biochemicals, Mannhein, Germany) a 5 ml da solu¢do de
pré-hibridizagdo. A membrana fi lavada em condi¢cdes de alta estringéncia e as bandas
reveladas com conjugado anti-DIG/fosfatase alcalina (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germany).

3.13. Andlise da expressdo de crotamina e crotasin por RT-PCR
A analise da expressdo de crotamina e o gene relacionado a crotamina nos tecidos

de cascavéis crotamina-positivas e negativas foi realizada por RT-PCR, usando a mistura
de reagdio SuperScript One-Step RT-PCR (INVITROGEN Life Technologies, San Diego,
CA). Usando essa mistura, que contém a DNA polimerase RNA-dependente (transcriptase
reversa) SuperScript II H™ (atividade RNase H ausente) ¢ Taq DNA polimerase Platinum
complexada com anti-corpo (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA), a sintese
da primeira fita de cDNA e a amplificagdo do produto gene-especifico sfo feitos em um
Unico tubo. Como material de partida para essa analise, 200 ng de RNA total de cérebro, de
glandulas de veneno, de coragdo, de figado, de pancreas ¢ de rins de C .d. terrificus
crotamina-positivo e negativo foram empregados. As reagdes de transcrigdo reversa e de
PCR foram num volume de 50 pL, contendo 25 pL da solugdo de enzimas, 0,2 uM de cada
primer especifico (H10 e CCT-MRV, para amplificagio do gene do crotasin e
H10/5Crot163, para amplificagdo do gene da crotamina). Como controle foi empregado o
produto de um gene constitutivo, isto ¢, B-actina, cujos primers especificos foram B-ACl
(5-GCGGGAAATCGTGCGTGACATT-3’), residuos 2106-2127 do gene, e B-AC2 (5°-
GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG -3°), residuos 2409-2432 (Meiri et al., 1997). As reagdes
acopladas foram feitas essencialmente como descrito no manual do fabricante, que consiste
na (1) sintese do cDNA e pre’-denaturagdo: incubagdo a 50 °C, por 30 min e 94 °C, por 2
min e (2) amplificagdo por PCR: 94 °C, por 15 s, 50 °C, por 30 s ¢ 72 °C, por 1 min,

durante 35 ciclos, em um termociclador Perkin Elmer, modelo 2400.
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Os produtos do RT-PCR foram analisados em gel de agarose a 2,0 %, em tampdo
TAE, contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio. A imagem foi registrada com o auxilio do
VDS ImageMaster (AmershamPharmacia Biotech, Piscataway, NJ), usando ldmpada de
UV, como fonte de excitagio.
3.14. Andlise da presenca do gene crotasin no genoma de C. d. terrificus crotamina-

positivos por AR-PCR

Desde que o gene crotasin é expresso em diferentes tecidos de cascavel crotamina-
negativa, exceto glandula de veneno foi verificado se esse gene estaria presente no genoma
de cascavéis variante crotamina-positiva. Essa questdo foi resolvida por PCR, em que DNA
genomico purificado de figado e primers gene-especificos (H10/PSI-RV) foram utilizados.
Essencialmente, 200 ug de DNA gendmico e 200 uM de cada primer, num voluree de 25
ul, foram submetidos a 35 ciclos de 94 °C por 45 s, 65 °C por 45s, 72 °C por 2,5 min,
precedidos de um ciclo de 94 °C por 2 min. Um ciclo final de extensdo a 72 °C por 7
minutos foi executado, antes da analise da amplificagdo. Os produtos foram resolvidos por
gel de agarose a 1 % em TAE (Tris-acetato/EDTA) e visualizados com brometo de etidio,

usando o sistema VDS ImageMaster (AmershamPharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

3.15. Anadlise das seqiiéncias dos DNAs

Dois caminhos foram tomados para o procedimento de seqiiénciamento das diversas
construgdes que foram utilizadas nesse traballp.

No caso dos clones isohdos das biblitecas de ¢cDNA, os insertos dos fagos foram
excisados do vetor UniZap XR e recircularizados na presenga do fago assigente ExAssist
Helper phage (Stratagene, LaJolla, CA), para formar o plasmileo pBluescript phagemid. O
seqiiénciameno do DNA foi executado em ambas ftas do inserto excisado, pelo método de
terminagdo da cadeia por incorporagido de dideoxinucleotideos (Sangeret al., 1977), usando
o "'Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) ¢ os primers externos
(SK, M13) e internos (5’crot, Scrot 163). Alternativamente, o0 DNA foi fluorescentemente
marcado (4Bl Prism dye terminator cycle sequencing, Perkin Elmer) e o seqlienciamento
do DNA feito em um seqiienciador automatico (ABI Prism 377 - Perkin Elmer). Todos os
outros seqienciamentos, descritos nesse trabalho, foram feitos automaticamente nos

analisadores ABI Prism 377.
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3.16. Bioinformatica

Diversos programas foram usados para a analise das seqiiéncias nucleotidicas e
peptidicas. As seqiiéncias de cDNAs foram traduzidas usando programas como o CLONE 3
(Scientific & Educational Software, USA) ou o EditSeq do pacote de software da
LaserGene (DNAStar Inc., Madison, Wisconsin).

As seqiiéncias de aminoacidos e nucleotidras foram comparadas em diversas bases
de dados como o SWISSProt (http:/www.expasy.ch) ou o DDBJ (http://www.ddbj.jp),
através do GeneBank, mantido pelo National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbinih.nlm.gov), usando o algorritimo BLAST - basic local alignment

search tool (Altschul et al., 1990, 1997) com pardmetros de busca em default.

Como ferramenta de alinhamento, foram empregados os programas MACAW
(Multiple Alingment Construction & Analysis Workbench) (Schuller er al, 1991,
Lawrence et al., 1993, Karlin et al, 1990) e MultiAlign do pacote de software da
LaserGene (DNAStar Inc., Madison, WI). Essas ferramenteas se valem de diferentes
programas para o multi-alinhamento de seqliéncias e construgdo de cladogramas (Page &
Holmes, 1998, Patthy, 1999b). Por exemplo, os alinhamentos foram realizados, com o
programa CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988; Thompson et al, 1994; Higgms et al., 1996)
pelo método do “pairwise alignment” de todas as seqiiéncias, usando uma matriz de
substitui¢do de aminodcidos PAM 150 (percent accepted mutation) (Dayhoff et al., 1983).
Os cladogramas (arvores filogenéticas que computam o grau de mudanca evolutiva) das
seqiiéncias alinhadas foram construidos pelo método do “Neighbor-joining prediction
method” (Saitou and Nei, 1987).

3.17. Produgdo de crotamina e crotasin recombinantes

Dois sistemas de expressdo foram empregados para a obten¢do dos peptidios
recombinantes téxicos: (1) um sistema de expressdo procarioto, (lAexpressionist
(QIAGEN, Hilden, Germany), no qual o polipeptidio recombinate ¢ expressado, em células
de E. coli, com um cauda de seis residuos de histidina; (2) um eucaridtico (levedura), no
qual o polipeptidio, em fusdo com um fator de secregdio, € produzido por células de Pichia

methanolica INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA).
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3.17.1. Construgdo, expressao e purificacdo de 6xHis-crotamina em E. coli

O inserto da crotamina para a construcio de vetores de expressdo foi preparado por
PCR, a partir da seqiiéncia compkta do seu cDNA (Radis-Baptista et al., 1999). Os primers
foram desenhados de forma a compreender a seqii€ncia da toxina matura, bem como 0s
sitios de restrigio para BamHI (primer sense) e Bg/Il (primer reverso). Sdo eles: CR-MAS
(5’-CGCGGATCCAAGATCCTTTATCTGCTGTT-3") € CR-AS3 (5-
CATTTTTCCCTTCACCTTCTAGATTCGAACCCC-3*). Apds amplificagdo, o inserto contendo os
sitios de restrigdo foi digerido duplamente com BamHI e Bgl/Il, e o produto purificado em
coluna MicroSpin S-400 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). O Vetor,
plasmidio pQE-12 (QIAGEN, Hilden, Germany) foi também duplamente digerido com as
mesmas enzimas, purificado ¢ defosforilado usando fosfatase alcalina bacteriana (BAP)
(Ausubel et al., 1995). Inserto e vetor, assim preparado, foram ligados usando T4 DNA
ligase. O plasmidio recombinante foi usado para transformar células de E. coli XL1 Blue
(Stratagene, Lalolla, CA), quimicamente competentes. O DNA plasmidial foi propagado e
purificado - lise alkalina e purificagdo em coluna de troca-ibnica (Wizard Plus MiniPreps
DNA Purification System, Promega, Madison, WI). A fusdo em fase do inserto com a
cauda de histidina foi confrmada através de seqiiénciamento do plasmidio purificado.

Para a expressdo da toxina, culturas de E. coli XL.1 Blue/pQEl2-crotamina foram
crescidas em 100 mL de LB/ampicilina (200 pg/mL), em agitador (220 rpm), a 32 °C, até
alcangar uma densidade oOptica a 600 nm (DOgoonm) entre 0.6 ¢ 0.9. Nessa densidade celular,
a toxina foi induzida, pela adicdo ao meio, de | mM de IPTG, e mantido nessa condi¢do por
mais 4,5 h. As células foram colhidas por centrifugagio (12000 x g/ 4°C/ 2 min),
ressuspendidas em tamp@o de lise (fosfato de sédio 50 mM, 100 mM NaCl 10 mM
imidazol, 1 mM PMSF, aprotinin, pepstatin, leupeptin) e rompidas por sonicagdo (10
pulsos de 30 s, 200 — 300 W, com intervalos de 30 s em gelo). O extrato celular foi
clarificado através de centrifugacfo (12000 x g/ 4°C/ 20 min) e o sobrenadante foi aplicado
em uma coluna de Ni**-NTA Sepharose (AmershamPharmacia Biotech, Piscataway, NJ). A
6xHis-crotamina ligou com alta afinidade com a resina e eluiu com 0.7 M de imidazol,
contido no mesmo tampdo acima. Apdés a cromatografia de afinidade, a toxina
recombinante foi concentrada (¢ o tampdo trocado pé6 PBS), usando Centricon YM 3
(Milipore Co., PA).
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3.17.2. Construg¢do, expressdo e purificacdo de crotamina e crotasin em Pichia
methanolica

O vetor empregado nessa etapa ¢ o plasmidio pMetaa A (INVITROGEN Life
Technologies, San Diego, CA). Apds clonagem, suas principais caracteristicas sfo: um
cassete de expressdo consistindo do promotor forte do gene da enzima 4lcool oxidasee
(4UG1I), o gene de interesse, a regido de terminac8o de transcricdo de 4UGI, o gene
ScADE?2 e a seqiiéncia 3' de AUGI. O cassete de expressdo é excisado do vetor, por
enzimas de restri¢do, para a integragdo ao cromossomo da célula microbiana.

Quatro construgdes foram planepdas: pMeta A-6xHisCro (para produzir uma
toxina com uma cauda de hexa-histidina), pMeto. A-Cro (para produzir uma toxina
completamente idéntica & toxina encontrada na natureza); pMeta A-6xHisCts (para
produzir uma toxina que seria um produto que o gene crotasin codificaria, porém com uma
cauda de poli-histidina) e pMeta A-Cts (para produzir peptidio crotasin).

Primers foram desenhados e sintetizados, que correspondem as regides S’e 3’ do
¢DNA da crotamina mais os sitios de restricdo de Xhol, BamHI e Spel. Assim, obtiveram-
se os primers CR-EXP (sense), CR-XRV (anti-sense, para fusdo com a seqiiéncia de poli-
histidina) e CR-XRS (anti-sense, com um stop codon antes da seqiiéncia da poli-histidina).
No caso dos primers para o crotasin, a seqiiéncia que foi tomada como molde foi aquela do
exon II do gene do crotasin (Cts-p2), descrita nesse trabalho, e depositada no GeneBank
(Accession number AF250212), contendo também sitios de restricGes contiguos as
seqiiéncias dos primers. Os primers sdo: PS-XPS (sense), PS-REV (anti-sense, que faz
fusdo do produto com hexa-histidina) ¢ PS-XAS (anti-sense, com um stop c¢ddon, antes do
inicio da seqiiéncia que compreende a poli-histidina).

Combinagdes de primers foram planejadas para a obtengdio dos produtos desejados,
o que foi possivel por meio de TD-PCR (touch down PCR). Nessa forma de PCR, nos
primeiros dez ciclos do PCR a temperatura de annealing € cerca de 5°C acima do Tm dos
primers. Experimentalmente, um ciclo inicial de 94°C/3 min foi seguido de 10 ciclos de
94°C por 45 s, 63°C por 45 s, -1,5°C por ciclo e 72°C por 1 min; 25 ciclos de 94°C por 45
s, 48°C por 45 s e 72°C por 1 min, e finabmente um ciclo de extensdo a 72°C por 7 min e a
4°C até remog¢do das reagdes do termociclador. Os produtos de PCR foram purificados
através de micro Spin column (HR 200, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway) ou
através de Kit de purificacdo em colunma cromatografica (INVITROGEN Life Technologies,
San Diego, CA).
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Uma vez purificados, os produtos foram duplamente digeridos com as enzimas
Xhol e Spel, para toxina de fusdo, ou com Xhol e BamHI, para toxina com stop cdédon
original. Digestdo simultdnea (em paralelo) foi realizada com o vetor pMeta A. Finalizada
as digestOes, vetor linearizado ¢ produtos de PCR com pontas coesivas preparadas, foram
novamente purificados ¢ ligados usando T4 DNA ligase, como feito convencionalmente.

As construgdes foram utilizadas para transformar, por eletropomgdo, células
competentes de E.coli (2500V, 25 pF, 200 Q, por S5s aproximadamente). As células foram
transferidas para tubos de cultura contendo SOC e incubadas a 37°C, por uma hora. Apos
esse tempo aliquotas da suspensdo bacteriana foram transferidas para placa de Petri
contendo LB/4gar/ampicilina e incubadas em estufa a 37°C, durante uma noite. Os clones
que cresceram, nessas placas foram analisados para a presenca dos respectivos insertos, por
AR-PCR (arbitrary PCR). Uma vez que as constru¢des foram confirmadas por PCR, os
DNAs plasmidiais foram preparados em escala suficiente para o seqiienciamento de DNA e

para a excisdo do cassete de expressio.

Defintivamente confrmado por seqiienciamento automatico de DNA (ABI Prism
377, Perkin Elmer), os cassetes de expressdo foram excisados através da incubagdo de 20
ug de plasmidio com Pacl (SU por pg de DNA). Completada adigestdo dos plasmidios, os
fragmentos foram extraidos com fenol:cloroformio (1:1, v/v) e precipitados com 100% de
etanol. Em seguida, 3 pg do inserto foram wusados para transformar células
eletrocompetentes de Pichia methanolica (750V, 25 pF, resisténcia infinita). Apos
eletroporagdo, 1 ml de YPAD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 0,01% de
adenina e 2% de dextrose) foi adicionado a cada suspensdo de células transformadas e
mantida a 30°C, por uma hora, sem agitacdo. As suspensodes foram centrifugadas (1500 x g/
3 min), o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 100 pl de 1 x YNB
(“yeast nitrogen base” com sulfato de amdnio e sem aminoécidos). Dos 100 pl, 50 foram
transferidos para placas de Petri, contendo MD/4gar (1,34% de YNB, 4 x 10™ % de biotina,
2% de dextrose, 1,5 % de agar).

As placas moculadas foram incubadas a 30°C até que coldnias de transformantes
(Ade") fossem detectadas (~ 2 dias). As coldnias foram repicadas em placas de MM/agar
(metanol ao invés de dextrose), para selecionar aqueles transformantes que crescem bem

em metanol.
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PCR foi também empregado para confirmar quais os transformantes de P.
methanolica, possuiam os cassetes de expressdo, com os cDNAs que codificam crotamina

ou crotasin, integrados em seus cromossomos (Akada et al., 2000).

Para expressar as toxinas uma colonia de cada clone foi usada para inocular 10 ml
de BMDY (“buffered dextrose-complex medium”, 1% de extrato de levedura, 2 % de
peptona, 100 mM de tampio fosfato pH 6,0, YNB a 1,34%, biotina a 4 x 107 %, dextrose a
2%) e propagadas a 30°C, 220 rpm, até saturacdo (ODesoonm ~ 2,0). As células foram
coletadas por centrifugacédo (1500 x g, por 3 min) e lavadas com agua deionizada estéril
Entdo 10 ml de BMMY (buffered methanol-complex medium) foram adicionados aos tubos
com as células sedimentadas, para dar inicio a indug@o da expressdo das toxinas, 0s quais
foram incubados a 30°C, 220 rpm, por cinco dias. Passagem pare uma escala de 100 mL

também foi feita.

Desde que as toxinas sdo secretadas no meio de cultura, os meios individuais de
cada clone induzido foram concentrados de aproximadamente 20 vezes em Centricon YM-
3 (cut off de 3 kDa, Amicon Co.), passados em coluna de filtragdo em gel (Sepharose G-50)
e os picos protéicos liofilizados. Amostras de 10 pl foram usadas para analise em SDS-

PAGE.

3.18. Sintese de oligopeptidios a partir da seqiiéncia da crotamina e crotasin

Os oligopeptidios sintéticos, derivados das seqiiéncias da crotamina ¢ do crotasin
foram preparados em fase solida, por rea¢des de acoplamento C-terminais de amino 4cidos
monoméricos protegidos com t-BOC (tertbutioxicarbonil — amino acidos), e purificados por
RP-HPLC (reverse phase — high performance liquid cromatography) (Takara Biomedicals,
Japan). Os pesos moleculares dos peptidios foram comprovados por espectrometria de
massa — MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight) Os
seguintes o ligopeptidios foram sintetizados:

SR-CTS1 — RCRSPSTSIGQDCR;

SS-CTS2 — PCPSGTTSIGQQDCR;

SI-CRT1 — ICLPPSSDFGKMDCR;

SI-CRT2 — ICAKPSSDFGKDGCR.
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3.19. Imunoblot e imunodetecgio

O anticorpo anti-crotamina foi desenvolvido em coelho, conforme descrito em
Oguiura et al. (2000). O anticorpo anti—crotasin foi preparado a partir de um oligopeptidio
sintético, CPSGTTSIGQQD (residuos 16 a 27 do crotasin), conjugado com o carreador de
hapteno KLH - keyhole limpet hemocyanin, uma proteina respiratéria de molusco (Takara
Biomedicals, Japan).

As toxinas e peptidios recombinantes, bem como aquela purificada de veneno,
foram separadas em gel de acrilamida a 15 % (SDS-PAGE, 15%7/2,7%C) e transferidas
para membrana de PVDF (Milipore) em sistema semi-seco (TransBlot SD,Bio-Rad, Ca). O
sitios ndo especificos da membrana de PVDF foram bloqueados com 10 % de gelatina em
TBS-T (tampéo Tris.HCl 100 mM, pH 7,0/ 100 mM NaCl, 0,15% de Tween 20), por 1 h, a
temperatura ambiente. A membranda foi enxaguada com TBS-T e incubada com anticorpos
anti-crotamina (1: 6000) ou anti-crotasin (1: 3000) em TBS-T/2% de gelatina, por 1 h, a
temperatura ambiente. Apds incubag¢@o com um desses anticorpos primarios, a membrana
foi lavada duas vezes com TBS-T, por 15 min e com troca do tamp@o entre as lavagens. A
membrana foi, entdo, incubada com anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com
peroxidase (IgG-HRP) em TBS-T (1: 6000). Finalmente, a membrana foi coberta com
substrato para peroxidase e os sinais da reagdo quimioluminescente (ECL Western blotting
anlysis system, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) foram detectados com

filme fotografico, ap6s 15 mimutos de incubagéo.

3.20. Determinacdo da atividade antibiética

A técnica empregada para andlise de propriedades antibidtica de peptidios €
essencialmente como descrita em Hetru & Bullet, 1997 e Steinberg & Lehrer, 1997. Cepas
de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 2523 e Micrococcus luteus) e

Gram-negativas (E. coli ATCC 25922, E coli desinterogénica) foram testadas.

A técnica envolveu a microdihicdo da subtincia potencialmente antibidtica em
microplaca e determmnacio da concentra¢do inibitoria mhima (MIC). Sucintamente, a
substincia foi ensaiada em microplacas de ELISA, num voluma final de 100 ul de meio de
cultura (Miieller-Hinton broth - MHB, Luria Bertani’s rich medium — LB ou poor broth
medium — 1% de bactotriptona/0,9% NaCl).
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Pré-in6culos das cepas bacterianas foram preparados em meio LB, a partir de uma
colonia, por incubagdo a 37°C (alternativamente a 25 °C), com agitagdo (200 — 220 rpm). A
DOgoonm foi determinada e uma aliquota dessa suspengéo utilizada par inocular meio pobre
ou MHB, a fim de se obter células bacterianas em fase logaritimica (ODggonm ~ 0.6). A
suspensdo foi, entdo, diluida de 6000 vezes, com meio pobre ou MHB. Noventa microlitros
das suspensOes bacterianas diluidas foram transferidos para cada pog¢o das placas de
microtitulagdo e os peptidios a serem testados adicionados, num volume de 10 pl (em dgua
desionizada estéril ou 0,01% de ac. Acético). As placas foram incubadas a 37 °C (ou 25
°C), com agitagdo, € o crescimento ou inibi¢do do crescimento avaliado pela medida da
absorbancia a 600 nm, em intervalo de 12 e 24 horas, usando um leitor de microplacas. Os
valores de MIC obtidos se referem aquelas concentragde minimas dos peptidios na qual

houve inibigdo do crescimento dos microorganismos testados.

3.21. Andlise de diferenciacio de células-tronco embriondrias de camundongo

A idéia de utilizar células-tronco embrionarias de camundongos na analise funcional
de toxinas animais € coincidente com a introdugdo da técnica pelos Dr. Alexander Kerkis e
da Dra. Irina Kerkis, professores visitantes do laboratério da Profa. Lygia da Veiga Pereira,

Depto. de Biologia, Instituto de Biociéncias da USP (Kerkis et al., 2001).

Como os conceitos relacionados a esse topico ndo foram abordados anteriormente,

uma breve mtroducio ¢ feita, antes da descri¢do da parte experimertal.

O periodo embriondrio ¢ extremamene complexo e vulnerdvel durante o
desenvolvimento de um organismo. Para que o desenvolvinento normal sep atingido, deve
ocorrer uma série de eventos interlgados (divisdo celubr, diferencia¢do, apoptose,
migragio de céluks, entre outros) que sdo controlados por diferentes genes. E importante
que determinados genes se expressem m momento certo para iniciar a difererciacdo celular
correta no embrifo. A maioria dos genes que controla o desenvolvinento ¢ extremamente
conservada mesmo em egpécies flogeneticamente dstintas. Portanto, ¢ razoavel assumr
que as alteragdes no padrido de expressdo desses genes que podem ocorrer em animas de

laboratodrio, podem causar os mesmos efeitos em humarmws.
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Diferenciagdo de células-tronco embriondrias (ES) in vitro e formagdo dos corpos
embridides

A capacidade de células ES de diferenciar sob condigdes especificas em uma grande
variedade de células, siimlando in vitro o desenvolvimento de um embrido pré-implantado,
tornou-as um modelo importante nos estudos de mecanismos da diferenciagdo celular
(Keller, 1995). Porém, esse modelo tem sido pouco utilizado para testar os efeitos das
substincias toxicas e biologicamente ativas no desenvolvimento embrionério in vitro,
apesar de Obvias vantagens: células ES sdo células normas, possuem o cariétipo normal,
uma proliferagdo ndo limitada em cultura, podem ser obtidas em quantidades suficientes e
podem ser induzidas a diferenciagéo in vitro nos precursores de varios tipos de células.

Se remover os fatores que manttm sua pluripoténcia, as células ES entram no
programa da diferenciagdo. Quando cultivadas em suspensdo, células ES formam
espontaneamente agregados de células diferenciadas chamadas “corpos embridides” (Ebs —
do inglés, “embryoid bodies”). No sétimo ao décimo dia do desenvolvimento dentro do
complexo Ebs ocorre contragdo espontinea de cardiomtodcitos (Doetschman et al., 1985;
Risau et al., 1988).

Em seguida, identifica-se dentro de Ebs uma grande variedade de linhagens
embrionarias (hematopoiéticas, neuronal, endotelial, cardiaca e muscular) através de
analises morfoldgicas, imuno-histoquimicas ¢ moleculares (Schimtt et al., 1991; Wiles and
Keller, 1991; Wang et al., 1992, Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Bautch et al.,

1996; Ling and Nebenm 1997).
Os estudos dos genes que se expressam durante o desenvolvimento de Ebs,

utilizando hibridizagdo in situ de RNA, junto com o painel de genes estigio e linhagem-
especificos, indicam a presenga de trés folhetos embrionarios formados durante a
gastrulacio e a organogénese precoce em Ebs. Além do mais, foi mostrado que estes genes
marcadores sdo capazes de manter in vitro as mesmas relagdes espaciais e temporais que in
vivo (Leahy et al., 1999). Este programa de desenvolvimento precoce em EBs pode ser

mudado sob o efeito de substincias toxicas e biologicamente ativas diferentes.
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Experimental

As propriedades especificas de células ES de camundongos levaram a idéia de
utilizd-las como um modelo para a toxicologia in vitro. Este modelo permite estudar os
efeitos dos agentes farmacologicos na determinagdo precoce de linhagens celulares e na
organogénese em mamiferos, assim como estudar os mecanismos da sua atuagdo em nivel
tecidual, celular e subcelular.

Os primeiros testes com toxinas de serpentes, particularmente a crotamina,
objetivaram: (1) determirar a concentracio toxica e de traballp da crotamina, empregando
células ES; (2) incubar corpos embriondrios (EBs) com uma solug¢do de crotamina ndo
toxica; (3) obter agregados de células ES, na presenca de crotamina (ndo inculagdo

posterior).

Experimento I:

Para realiza¢fo dos experimentos com a crotamina, as céllas HM-1 foram mantidas
sem feeder, mas nma presenga de LIF (leukemia inhibitory factor), por aproximadamente 3
passagens. No experimento I, concentragdes decrescentes de crotamina, cujas quantidades
sdo compraveis as que sdo estabelecidas para o acido retindico, foram utilizadas: 4 x 10,2
x 10°, 10°107 M. Células HM-1 foram plaqueadas com LIF (densidade média ~107
células/placa de 35 mm de didmetro). No dia seguinte, quando pequenas ilhas de células
foram formadas, o meio foi trocado € a solugfio de crotamina adicionada. As placas, nesse

estagio, foram mantidas sem LIF.

Experimento II:

Corpos embrionarios (EBs) foram obtidos seguindo o protocolo de Spielman et al.,
1997. A suspensdo de células foi gotejada sobre a tampa da placa de Petri invertida. A
tampa, com as gotas (25 ul) aderidas na superficie, foi desvirada e posicionada sobre o
fundo da placa preenchida com PBS. No terceiro dia, os EBs foram transferidos para outra
placa, onde os EBs aderiram e se diferenciaram. A partir desse momento a solugdo de

crotamina foi adicionada.
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Experimento 111:

Células ES foram obtidas e agregados dessas células foram permitidos formar,
porém na presenga de crotamina. Para isso, células ES foram transferidas para placas
cobertas com agarose. No terceiro dia, Ebs simples e complexos sdo observados. Os

agregados foram transferidos para placa de Petri sem agarose.

3.22. Conjugagdo da crotamina com o corante fluorescente Cy3

A crotamina foi conjugada com o corante fluorescente Cy3, suprido na forma
bifuncional de um éster do tipo NHS, no kit FluoroLink Cy3 reactive dye pack (Amersham
Pahrmacia Biotech, Piscataway, NJ) essencialmente como descrito. Um miligrama de
crotamina purificada por HPLC (Prof. E. B. de Oliveira) foi ressuspendida em 1 mL de
tampdo carbonato/bicarbonato de sédio 100 mM, pH 9,3 e a solucdo transferida para um
microtubo contendo o corante. A solugdo foi homogeneizada ¢ incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos, com eventual homogeneizacdo a cada 10 mm. A toxina marcada
foi separada do corante ndo conjugado por meio de filtragdo em gel (Sepharose G-50). As
fragdes contendo a crotamina-Cy3 foram reunidas e concentradas e o tampdo em Centricon
YM-3. Durante a concentragdo o tampao foi trocado para PBS (tampéo fosfato/NaCl). A
razdo entre corante e proteina (D/P) foi determimada em um espectrofotometro Beckman
DU 600, nos comprimentos de onda 552 nm, para o Cy3, ¢ 280 nm, para a toxima. As
concentragdes molares do corante ¢ da toxina sdo calculadas, ¢ a razdo desses valores € o
namero médio de moléculas do corante acopladas a cada mokula de toxina. A crotamina-

Cy3 foi mantida no escuro, a 4°C, sem outras manipulagGes, até o momento do uso.

3.2.3. Imunocitoquimica

A metodologia empregada, para detectar em quais tipos celulares a crotamina induz
a diferenciacdo de células-tronco embrionarias, bem como localizagdo celular do conjugado
crotamina-Cy3, foi essencialmente como descrito em Spector et al. (1998). As células
nervosas foram identificadas através de marcadores proteicos do neurofilamento, com a
utilizacdo do Glial Fibrilary Acid Protein Imunohistology Kit (Sigma Genosys, Texas). As
imagens foram lidas em microscopio confocal de fluorescéncia, com os comprimentos de

onda e filtros apropriados para cada sistema de fluorocromos.
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Sucintamente, corpos embridides foram incubados com solugdo de crotamina, entre
107 ¢ 10® M, por 7 a 8 dias, sobre laminulas de vidro. O meio nutriente foi removido por
aspiracdo e as células lavadas com salina tamponada (PBS). Metanol absoluto (previamente
resfriado a —20°C) foi adicionado em quantidade suficiente para cobrir as células e a
fixacdio procedida, por 10 minutos, a temperatura ambiente. O metanol foi removido por
aspiracdo e as cé¢lulas emxagiiadas com acetona gelada (-20°C) por ndo mais que 1| mimto,
a temperatura ambiente, para permeabilizacdo celular. As células foram reidratadas com
PBS e as incubagdes com anticorpos primério e secundario iiciadas. As prepara¢des foram
mantidas a 4°C, no escuro, até o0 momento da tomada das imagens.

Para a localizagdo celular da crotamina-Cy3 os mesmos passos de indugdo da
diferenciagdo dos EBs e fixacdo das células foram feitos, exceto que ndo houve detecgio

indireta da estrutura celular (incubac¢éo com anticorpos).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Segqiiéncias de nucleotidios das isoformas dos precursores de crotamina

A fim de estudar os RNAs mensageiros precursores da crotamina, uma biblioteca de
cDNA foi construida a partir de glandulas de veneno de um unico espécime de C. durissus
terrificus crotamina-positivo, capturado em uma regifo geografica determinada..

Para o rastreamento da biblioteca, um método baseado na alta estringéncia das
reacdes de PCR foi empregado. A especificidade dos produtos de PCR, obtidos no
rastreamento da biblioteca, foi comprovada através de hibridag8o com um oligonucleotideo
interno marcado com digoxigenina-dUTP (resultados ndo mostrados). Quinze clones
positivos para a crotamina foram isolados e seqiiénciados.

Todos os cDNAs isolados possuem seqiiéncas nucleotidicas que varam de 340 a
360 nucleotideos. Alinhamento dessas 15 seqiiéncias, usando o programa MACAW,
resultou em um grupo de seis tipos de seqii€ncias, de acordo com as suas respectivas

caracteristicas estruturais (Figura 4).
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———————— CCAGAACCAGTCTCAGC
———————— CCAGAACCAGTCTCAGCRATG
———————— CCAGAAC-AGTCTCAGCRISE

AGATCCTTTATCTGCTGTTCGCATTTCTTTTCCTT
AGATCCTTTATCTGCTGTTCGCATTTCTTTTCCTT
AGATCCTTTATCTGCTGTTCGCATTTCTTTTCCTT
AGATCCTTTATCTGCTGITCGCATTTCTTTTCCTT
M{X I L ¥ L L F A F L F L

GGCACGAG———GAACCAGTCTCAGCBTGAAGATCCTTTATCTGCTGTTCGCATTTCTTTTCCTT
GGCACGAG---GAAC-AGTCTCAGCATGAAGATCCTTTATCTGCTGTTCGCATTTCTTTTCCTT
M|K I L Y L L F A F L F L

GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT
GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGARAGGAGGACACTGCTTT
GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAARGGAGGACACTGCTTT
GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT
A F L S E P G N A Y K Q C H K K G 66 H C F

GCATTCCTGTCTGAARCCAGGGAATGCCTATARACAGTGTCATAAGAARAGGAGGACACTGCTTT
GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAARACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT
A F L S E P 6 N A Y K Q C B K XK G G B C F

CCCAAG GAGAAAATATGT CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA
NCCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA
ACCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA
FCCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA

P P 8 8 b F G K M D C R W R

CCCAAGGAGARAATATGTR
P K E K I C

CCCAAGGAGAAAATATGT
CCCBAGGAGABAATATGTEC
P K E K I C

CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA
CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA
P P ) S D F G K M D C R W R

TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAARATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT

TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT

TGGAAATGCTGTAAARAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT

TGGAAATGCTGTAAARAAGGGAAGTGGRAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT
W K C C K K G S G K stop

TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT
TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT
W K C C X K G S G K stop

CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTATICIGCTTTATCTTTCTTTATCTAAATAAA
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTATLIGCTTTATCTTTICTTTATCTAAATAAA
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTATAIGCTTTATCTTTCTTTATCTAAATAAR
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTATHIGCTTTATCTTTCTTTATCTARATAAA
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTAT&GCTTTATCTTTCTTTATCTAAATBAA
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTATEIGCTTTATCTTTCTTITATCTAAATAAA

ATTGCTACCTATCAAACGCTAAAAARAAAAAAARABRAAAAA-—--~
ATTGCTACCTATCA-ACGCTAAAAAAABAA--———--———--—--~—
ATTGCTACCTATCAAACGCTAARAAARAAAAAARAAARAAARRA--—--—

ATTGCTACCTATCAAA----AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARA
ATTGCTACCTATCAAA----ARAARAAAAAAARAAAAMARAR--—--
ATTGCTACCTATCAAA----AAAAADAAAAAAAR--—-—---—--~-

53
52

115
115
118
101

116
115

182
182
181
164

179
178

246
246
245
228

243
242

311
311
310
293
308
307

350
340
348
332
343
337

Figura 4. Seqiiéncias de nucleotideos e de aminoécidos deduzidas dos precursores das isofamas da
crotamina, proveni entes de seis clones de cDNAs (KA13, KA19, MK24, MK41, MK9 ¢ MK38). Os ¢cDNAs
compreendem seqiiéncias de 340 a 350 nucleotideos, numerados do lado direito, codificando dois precursores
de isoformas da crotamina. Substituicbes significantes de nucleotideos sdo evidenciados por retdngulos e o
sinal de poli-adeni lagdo marcado em negrito. As seqiiéncias de aminoacidos sdo mostradas sob as seqiiéncias
de nuclectideos, que sdo mostrados com cédigo de uma letra. Elas incluem 22 aminoacides do peptideo sinal,
42 da crotamina matura e um residuo de lisina que é removido apos tradugfio. As seqiiéncias de cDNAs
descritas dos clones KA19, MK9 e MK41, foram submetidas ao GenBank e possuem os niireros de acesso
AF044674, AF053075 e AF055988.
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Todas seqiiéncias predizem precursores da crotamina, quando comparado, com
auxilio do BLAST, com seqiiéncias de miotoxinas depositadas na base de dados do
GenBank do NCBI, apresentam cisteinas conservadas, que sdo envolvidas nas pontes
dissulfetos, e residuos de aminoacidos basicos conservados, caracteristicos dessa classe de
miotoxinas (Figura 5). Esses precursores de crotamina possuem 63 aminoécidos, sendo os
primeiros 22 residuos correspondentes ao peptideo sinal, os seguintes residuos (de 23 a 62)
incluem duas isoformas da crotamina e o aminoacido 63 corresponde a um residuo de
lisina, que é removido durante o processo péds-traducional. Das seis diferentes seqii€ncias
de cDNA, duas codifcam uma isoforma da crotamina que ¢ identica aquel seqiiéncia de
aminoacido previamente publicada por Laure (1975) e as outras quatro seqiiéncias de
¢DNA codificam uma isoforma da crotamina que possue um residuo de isoleucina na

posigdo 19 (crotamine-Iie 19).

Signature K.CH.K.GHCFPK. .IC.PPSSD.GKMDC.W+.KCCKKGS. . .

2895610 MKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAYKQJCHKKGGACF PKEKIC PPSSDFGRMDCRWRWKECKRESGK-—~ 65
2981144 MKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAYKQCHKK! FPKEKICLPPSSD DCRWRWKTCKKGSGK-— 65
MYX1 CRODU MKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAYKRCHIK! PKEKICIPPSSD WRRKLCKKGSGK-- 65
MYX2 CRODU -KILYLLFAFLFLAFLSEPGNAYKRCHIK! FPKEKICIPPSSD WRRKBLKKGSGK-— 64
MYX3 CRODU MKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAYKRCHIK] PKGKICIPPSSD WRRKCCKKGSGK~~ 65
MYX4 CRODU ——==m——-—————— FLSEPGNAYKQCHK PRKEKICIPPSSD WRWKCCKKRSGK-- 51
MYXC_CRODU —=———-—— === Y KQCHKK! PRKEKICLPPSSD WRWKLCCKKGSG-—— 42
MYX1 CROVV —=—=—m——m—m = m— oo YKQCHKK! PKEKICIPPSSD WKWKLCCKKGSG-—~ 42
MYX CROAD —=———————————————————- YKRCHKK! PKTVICLPPSSD DCRWRWKLCCKKGSVNNA 45
MYXC_CRQOVH —==~=—=——=———————————— YKRCHKIK! PKTVICLPPSSD DCRWKWKCCKKGSVN-- 43
MYX2 CROVV ———~—————————————————— YKRCHKEK] PKTVICLPPSSD WKWKCCKKGSVNNA 45
MYX2 CROVC ——=-—-———————=———————— YKRCHKK] PKEKICTPPSSD WKWKCCKKGSVN-- 43
MYX1 CROVC -—=————————————m—— YK éﬂ KEGHCFPKTVICLPPSSD WKWKCCKKGSVN-- 43
CRO_Tle-19 ——-—=--—————-—m—-—mmm— YK&H KIGGH FPKEKIbLPPSSD k WRWKCCRKGSG--- 42

Figura 5. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacides da crotamina e vérias miotoxinas de sepentes do
género Crotalus. Acima das seqiiéncias, ¢ mostrado o consenso (“signature’) dessas miotoxinas, sendo que o
sinal “+” indica residuos basicos de aminoacidos alternativos. Seqii€ncias 2895610 e 2981144 - precursores
de isoformas da crotamina de C. durissus terrificus (Radis-Baptista et al., 1999); MYX1 CRODU,
MYX2 CRODU, MYX3 CRODU e MYX4 CRODU - seqiiéncias da crotamina de C. durissus terrificus
(Smith and Schmidt, 1990); MY XC CRODU - crotamina de C. durissus terrificus (Laure, 1975); CRO_lle-
19 - crotamina Ile-19 de C. d. ruruima (dos Santos, 1993); MYX1_CROVYV - miotoxina-a de C. viridis virids
(Fox et al., 1979); MYX CROAD - CAM-toxina de C. adamanteus (Samejima et al., 1991);
MYXC CROVH - peptideo C de C.v.helleri (Maeda et al., 1978); MYX1 _CROVC e MYX2 CROVC -
miotoxina 1 e Il de C. viridis concolor (Bieber et al., 1987).
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4.2. Anadlise por Northern blot

Desde que existe variagdo regional na composi¢do do veneno das serpentes, uma
anélise foi feita por Northen blot do RNA total e poli(A") de um espécime de cascavel (C.
durissus terrificus) crotamina-negativo ¢ RNA poli(A") do espécime crotamina-positivo.
Como mostrado na Figura 6, uma banda de aproximadamente 0.4 kb, correspondente ao
transcrito de crotamina é observado na caneleta carregada com amostra de poli{A") RNA
crotamina-positvo. Por outro lado, nenhuma banda foi verificada nas canaletas carregadas
com amostras de RNA total e poli(A") de espécime crotamina-negativo, apesar da grande
quantidade de amostras empregadas. As seqii€éncias de cDNA descritas, proveniente dos
clones KA19, MK9 ¢ MK41, foram submetidas ao GenBank ¢ possuem os nameros de
acesso AF044674, AF053075 e AF055988.

Figura 6. Analise por Narthern Blot do RNA total € RNA poli(A”) isolados de glandula de veneno de C. d.
terrificus crotamina-positivo e crotamina-negativo. RNA total (10 ug) e RNA poli(A") (0,5 ug) de C. d.
terrificus crotamina-negativo (1 ¢ 2) e poli (A") (0,5 pg) de C. d. terrificus crotamina-positivo (3) foram
hibridizados cam uma sonda de cDNA da crotamina marcado com digaxigenina-dUTP (ver métodos). A

migra¢do das subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal € indicada, bem como o taman ho relativo do RNA
mensagetro da crotamina.
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DISCUSSAO

Nessa parte do trabalho, ¢ relatado a presenga de precursores de isoformas da
crotamina, baseado na andlise de seqiiéncia de nuclkotideos dos cDNAs obtidos da glandula
de veneno de um unico espécime de C. durissus terrificus, capturado em uma regido
geografica determinada.

Na busca de clones de cDNAs positivos para a crotamina, a biblioteca de cDNAs,
construida com fagos recombinantes a partir de mRNA de glandulas de veneno, foi
rastreada com um método baseado na reagio de PCR (Israel, 1993, 1995). Os ¢cDNAs
agrupados para alinhamento maximo, inclui ORFs que variam de 340 a 360 nuckotideos,
que compreendem 5° UTRs de tamanhos varidveis, duas seqii€éncias completas de cDNAs
que predizem duas isoformas de precursores da crotamina, sinais de poliadenilagiio e,
também, 3’ UTRs de tamanho varidveis. Apés tradugfio das seqiiéncias de nucleotideos em
aminoacidos ¢ comparagdo no banco de dados do OWL usando o programa BLAST, foi
verificado que todas as seqiiéncias de cDNAs codificam isoformas funcionais da crotamim,
desde que apresentam seqiiéncias inteiras do precursores dessa toxina.

Ademais, as seqiiéncias de aminoacidos deduzidas apresentam a seqiiéncia esséncial
dos  peptidios toxicos  crotamine-simile, ou das  miotoxinas, isto ¢,
KxCHxKx(2)HCx(2)Kx(3)Cx(8)Kx(2)Cx(2)[RK]xKCCKK, que representa as cisteinas
conservadas, envolvidas nas pontes dissulfetos, e os aminoidciodos basicos conservados
dessa classe de miotoxinas (Griffin & Aird, 1990).

Uma isoforma da crotamina descrita aqui possui a seqiiéncia de aminoacidos
idéntica aquela descrita por Laure (1975), através de microseqlienciamento de proteinas,
enquanto a outra isoforma possui um residuo de isoleucina (Ile) na posi¢do 19 (crotamine
Ile-19). Interessante, a existéncia de crotamina lle-19 tem sido relatada somente no veneno
de C. durissus ruruima (dos Santos et al., 1993) - uma subespécie de C. durissus que habita
a regido norte do Brasil, enquanto a subespécie terrificus é encontrada na regido central e
sul do pais.

A determinagdo precisa do local de captura dos espécimes € nmito importante para o
estudo de toxinas, desde que a composicdo do veneno varia com a regido ¢ ndo estd
relacionado com das serpentes (Daltry et al,, 1996). E sabido que as cascavéis (C. d.
terrificus) podem ser classificadas adicionalmente pela presenca ou auséncia de crotamina
em seus venenos em crotamina-positivo e crotamina-negativo (Schenberg, 1959a, b). A
causa dessa diferen¢a ainda ndo esti esclarecida, mas, basicamente, deve ser em virtude da

auséncia de mRNA ou do gene da crotamina ou, bem como, um de seus componentes.
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Para verificar se a filta de crotamina no veneno de espécimes de serpentes
crotamina-negativo ¢ devido a auséncia de mRNA na glindula de veneno, foi feto uma
analise por northern blot do RNA total e poli(A") de glandulas de um espécime de C. d.
terrificus crotamina-negativo ¢ RNA poli(A") de um crotamina-positivo, usando a
seqiiéncia inteira de um dos cDNAs dos precursores da crotamina como sonda. Os
resultados indicaram a presenga de um transcrito de aproximadamente 0.4 kb nas amostras
de RNA mensageros das glindulas de veneno de C. d. terrificus crotamina-positivo, que
foi ausente em amostras de C. d. terrificus crotamina-negativo.

Em vista de nossos dados, alguns comentarios devem ser feitos a respeito do
trabalho de Smith & Schmidt (1990): (1) eles analisaram 4 clones e, ainda que a analise das
seqiliéncias de nucleotideos prediz multiplas variantes da crotamina, somente duas possuem
o codon ATG e, portanto, codificando precursores funcionais; (2) essas muliplas variantes
mostram 5 a 6 substituicdes de aminoacidos em relagfo as seqiiéncias descritas por Laure
(1975) e dos Santos (1993) - uma alta taxa de substituicio para um peptideo de somente 42
aa, embora isso possa ocorrer; (3) desde que sua biblioteca foi construida a partir de
glandulas de trés C. d. terrificus de regides desconhecidas, ¢ dificil discutir a respeito do
numero de isoformas presentes em um unico animal; (4) ndo estad claro se os trés animais

eram todos cotamina-positivos.

As regides codificadoras dos ¢cDNAs da crotamina mostram um alto grau de
conservagdo, mesmo naqueles clones em que se observa somente uma troca de nucleotideo
na posicdo 19 da seqiiéncia da toxina (CTT — ATT). Em contraste, as regides ndo
traduziveis 5’ ¢ 3’ mostram algum grau de variagdo nucleotidica, ainda que se pode
observar alguma similaridade com 5’ ¢ 3’ UTRs da miotoxina-a de C. viridis viridis (Norris
et al., 1996).

Desde que ha cDNAs precursores de duas isoformas da crotamina nas glandulas de
veneno de um tunico espécime de C. durissus terrificus, seria interessante saber se aquele
qué codifica a crotamina Ile-19 seria também expresso, diferencial ou igualmente, em

populagdes de C. d. terrificus.
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CONCLUSAO 1

O screening por PCR é uma técnica bastante eficiente para vasculhar bibliotecas de
cDNA, agilizando o processo de busca dos clones positivos e reduzindo o trabalho e
material dispendidos;

A variagdo da composi¢do do veneno de serpentes ¢ um fato observével, entre
espécies ¢ dentro de uma mesma espécie. Aqui ¢ mostrado uma variacdo dos mRNAs
precursors da crotamina em um Unico espécime de cascavel;

RNA editing e modificages pos-traducionais sdo mecanismos de produgdo de
variantes em diversas familias de toxinas, contudo nfo € certo que a presenca de cDNAs
precursores com Ile na posigdo 19 da crotamina se trata de editing (desde que essa isoforma
ndo foi detectada, até entfo, no veneno de C. d. terrificus). Por outro lado, € cetto que o
residuo de lisina é removido apés a tradugdo do RNA mensageiro;

Ainda, os transcritos da crotamina s6 sdo encontrados em pool de RNA mensageiros

proveniente de glandulas de veneno dc espécimes de C. d. terrificus crotamina-positivo.

4.3. Isolamento e organizagdo estrutural do gene da crotamina (Crt-pl)

O gene da crotamina (Figura 7), nimero de acesso no GenBank AF223946 (Crt-pl,
isolado de C.d.t. 9705) e AF223947 (Crt-pl, isolado de C.d.t. 9706), consiste de 1785
nucleotidios e, através da comparagdo com as seqiiéncias de cDNA dos precursores da
crotamina publicadas (Réadis-Baptista et al., 1999), ¢é possivel ndo sé atribuir precisamente
os limites dos exons e infrons, mas também determinar o tamanho do transcrito primario.
Esse gene contém 3 exons, contendo regides codificadoras de 58, 124 e 13 nucleotidios
(total de 195 nucleotidios), interrompidos por dois introns de 898 e 145 bp. As regides de
“splice” doadora 5° e receptora 3’ estio em conformidade com a regra GT-AG,
gAGGT/AGGa (Senapathy et al., 1990). O primeiro exon compreende a regido 5’-UTR
com elementos promotores e reguladores e 58 nucleotidios que codificam os primeiros 19
residuos de aminoacidos (dos 22 residuos) que caracterizam o peptidio sinal (ou seqiiéncia
lider) do precursor da crotamina; o segundo exon (124 bp) codifica os ltimos trés cddons
do peptidio sinal a € a maior parte da toxina matura (39 residuos dos 42); o terceiro exon
contém os codons dos 4 wltimos residuos carboxi-terminais da toxina (um residuo é
removido ap6ds a tradugdo), bem como a regido 3’-UTR do ¢cDNA da crotamina. Na regido
5’-UTR do gene, o TATA Box (ATAATA) esta localizada a —52 nt do cdédon de iniciagdo e
outros sitios regulatorios hipotéticos como NF-kB, NF-1, SP-1 e GATA-1.
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Crt-pl ttttcccaaaacccacccataaaaatgtgtcgeccatgatagcagtgccaaccccagatt 60
Crt-pl tccaccacttagttctaagggctcttecccaaagtccagccattggtgaacatggccgage 120

Crt—pl attatcatcgtggactgtagagtttggacagcaattcagtaaggaattttctttgaccca 180

Crt-pl ttcggacactgcaagtcctgagceccteccatcttttatagccatagcaggttagatgttca 240

Crt-pl actaagtttgctgctcttctcagggcctttgtaacagctaacaaacaggagtgtttcaat 300

Crt-pl acaaggaagatgcaccgttgccttaggtaagaactattttgcaacagttcactgaggtga 360

Crt-pl tatgatgcaatgattacaactccataaatagagagccacgtctgtcccaggactaagatt 420

Crt-pl tggtccagaaccagtctcagcatgaagatcctttatctgetgttegcatttettttectt 480
cDNA ccagaaccagtctcagcatgaagatcctttatctgetgttcgcatttecttttectt 56
M K I L Y L L F A F L F L
Crt-pl gcattcctatctgaaccaggtaagaaataaaattactagataatttacaaaggattggta 540
CcDNA gcattcctgtctgaaccag 76
A F L S E P
Crt-pl actcactcctttttaaacaaatacgatcttcactgaaagtaggataatcttcaacatctt 600
Crt-pl tttgttttactttacagaaatagctttgaacagtatagactattgacagcatgagcctcce 660
Crt-pl aaagatttgaaaaatatgccattgatttttcttttcattcacaattcttgaaagagcttt 720
Crt-pl attggggtttttgttagtgtagcttattttgggggggtacgcttcactttagtattggtt 780
Crt-pl taccaaattctcagccaaatatgttttgtctgaataaggaggcacaatagagaaacagtt 840
Crt-pl tggtctaagtgattagagcaaaacactgcaactctgggtactgagttccagtcccacctt 900
Crt—-pl gggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacaggttttgataaaaagaaaag 960
Crt-pl aatataagttactattgtttctacttggaaactgcttctggectttgtgecttggaggtgg 1020
Crt-pl aaagaatgatactatgaattttgggggtttactgattaaaacggatttgtttgaaaaatg 1080
Crt-pl gcttattcccacttaatacagaaaatgccaaaaatttgaaaaatccaatttcatgeccat 1140
Crt-pl tttactgcaacagggaatcggaagtcaacgceccttttgtttctecceccecccactttccacat 1200
Crt-pl ttcccctttececctatagttgttecttactatttgetttttattttgatatttttatgtte 1260
Crt—-pl taaatgaataagaatataaattgataaaggaatcctgcagttctgtagaagaaggtagtg 1320
Crt-pl tcttggaaggaaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgtttacctgtcte 1380
Crt—pl ctctttttcttttcatagggaatgcctataaacagtgtcataagaaaggaggacactget 1440
cDNA ggaatgcctataaacagtgtcataagaaaggaggacactgct ii8
G N A ¥ K Q C H K K G G H C
Crt-pl ttccca agaaaatatgtcttcctccatcttctgacttt aagat ctagtcga 1500
CcDNA ttcccaaggagaaaatatgtcttectceccatcecttctgactttgggaagatggactgtecgat 174
F D K E K I ¢ L P P 8§ S D F G K M D C R
Crt-pl ggagatggaaatgctgtaaaaagtaagaaaactaatagagatactacagatagagtacat 1560
cDNA ggagatggaaatgctgtaaaaa 199
W R W K C C K K
Crt-pl catgagattctctgcctgatattgtctgcattcacaaagctttgcaaagcaaagaattta 1620
Crt-pl ctttaaactcactttgatcaacttattattttttttcatttgtataggagaagtggaaaa 1680
cDNA gggaagtggaaaa 212
G S G K
Crt-pl taatgccatctccatctaggaccatggatatcttcaagatatggccaagggacctgagag 1740
cDNA taatgccatctccatctaggaccatggatatcttcaagatatggccaagggacctgagag 272

Stop
Crt-pl tgcctgctatcgcectttatctttctttatctaaataaaattg 1781
CDNA tgcctgctatcecgectttatectttetttatctaaataaaattgctacctatcaacget 331

Figura 7. Seqii€ncia nucleotidica do gene da crotamina (Cr¢-pl). O gene foi alinhado com o
cDNA precursor de uma das isoformas da crotamina para atribuic¢do dos limites entre os exons €
os introns. Os elementos reguladores provéveis estdo evidenciados por retingulos. Os exons se
encontram sublinhados ¢ a seqii€ncia de aminodcidos é mostrada abaixo, em c6digo de uma letra.
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4.4. Identificacao do gene crotasin (Cts-p2) — um gene intra-especifico relacionado ao

gene da crotamina
Foi demonstrado previamente que os transcritos do gene da crotamina sdo presentes

somente em pool de mRNAs isolado do veneno da glandula de veneno de espécimes de
cascavel crotamina positivo, mas ndo de crotamina-negativo (Radis-Baptista et al., 1999).
Entretanto, andlise por Southern blot de DNA gendmico, extraido e purificado do figado de
espécimes de C. d. terrificus crotamina-positivo e —negativo, indicou a presenga do gene da
crotamina ou um gene relacionado 4 crotamina em ambos os genomas (Oguiura et al.,
1998). Esse fato vinha a indicar a presenca e um provavel gene defectivo da crotamina no
genoma de cascavel crotamina-negativa, ou a presenc¢a de um gene relacionado a aquele.

Para isolar o gene relacionado ao Crz-pl, do genoma de cascavel crotamina—
negativa, primers de oligonucleotidios, cujas seqiiéncias fhnqueiam o gene Crt-pl, foram
sintetizados e empregados em LD-PCR (PCR de longa distdncia — ver métodos) usando,
como molde, DNA gendmico isolado de figado. Essa reagdo rendeu um produto de ~ 2.5kb
(2482 nt), ~ 0,7 kb mais ongo que o gene Crt-pl, de ~ 1.8 kb (1785 nt). Comparagdo dessa
seqiiéncia génica amplificada com o gene Crt-p/ revelou a presenga do mesmo tipo de
organizagdo génica, isto ¢, trés exons interrompidos por dois introns de diferentes tamanhos
e fases (Figura 8 e Tabela 2). Também, os mesmos elementos reguladores te6ricos e sitios
de processamento (“splice site”) estdo presentes, sugerindo que se trata de um gene
funcional — o0 que foi compravado adiante. Por outro lado, um alto grau de divergéncia é
observado no exon II de ambos genes (59 % de similaridade) (Tabela 3). Insergbes e
delegdes também sdo detectadas, nfo s6 nos exons como nos introns. Insergdes variam de
um a centenas de nucleotidios - uma inser¢dio de 760 bp no intron I decorre de uma
duplicacdo de um segmento intrénico. A regido codificadora (ex6nica), num total de 189 nt,
compreende o peptidio sinal (66 nucleotidios), € o produto maturo (123 nucleotidios). Ha
um a deleg@o de seis nucleotidios (dois codons), que ndo alterou a fase de leitura, mas que
permite formar um produto dois aminodcidos mais curto que a crotamina, de 43 residuos.
Na regido que concerne a crotamina propriamente dita, substituicdes que totalizam 51
bases, das 123 presentes, resulta em substituigdes predominantemente ndo sindnimas,
originando genes paralogos, com somente 11 aminoacidos conservados, dentre eles todos
os seis residuos de cisteina. Em decorréncia desse achado (e com base em experimentos
adicionais obtidos), foi dado a esse gene o nome de crotasin (Cts-p2) — niimero de acesso
no GenBank AF250212.



Figura 8. Comparagio entre as seqiiéncias nucleotidicas do gene da crotamina (Crz-pI) e do gene do
crotasin (Cts-p2). Os elementos que podem ligar proteinas regulatorias estdo destacados por retangulos.
Os nucleotidios do gene Crs-p2, que diferem do gene Crt-pl, estio evidenciados em preto. Os exons
estdo sublinhados e abaixo estdo representadas as seqiiéncias de aminoacidos dos dois genes. Os sitios
declivagem 5’-doador e 3-aceptor estio em negrito, nos limites dos exons e dos introns.
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Tabela 2. Comparacdo entre os exons e introns de Crt-pl e Cts-p2

Ctr-pl Cts-p2
Tamanho (bp) 1785 2482
Exon I 441 (5°-UTR) + 58 (CS)* 302 (5>-UTR) + 58 (CS)
Intron 1 898 1762
Exon Il 124 118
Intron I 145 152
Exon II1 13 (CS) + 104 (3’-UTR) 13 (CS) + 73 (3’-UTR)

*CS — seqiiéncia codificadora; 3’- e 5’-UTR — regido ndo traduzivel 3’ e 5’

Tabela 3. Grau de similaridade entre os exons e os introns de Crt-pl e Cts-p2
No. de bases trocadas/No. de Similaridade (%) em relagdo

bases totais ao Crt-pl
Peptidio sinal 2/66 96,9
Regido codificadora SI/123 59.5
crotamina
Introns 81/1043 93,4
5-UTR 29/441 93,4
3-UTR 0/104 100

4.5. Andlise da expressdo do gene Cts-p2 em C. d. terrificus por RT-PCR

A fim de verificar se 0 gene crotasin é expresso na glandula de veneno ou em outros
tecidos da serpente, RT-PCR foi usado, empregando RNA total e primers especificos ao
gene. A expressdo de Crs-p2 foi avaliada em seis diferentes 6rgdos de cascavel crotamina-
negativa: cérebro, glandula de veneno, coracdo, figado, pancreas e rins. Conforme visto
pela Figura 9, crotasin é majoritariamente expresso em pancreas, seguido de coragdo,

figado e rins, enquanto é muito pouco expresso em glandula de veneno.
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Figura 9. Expressdo do crotasin em diferentes tecidos de C. d. terrificus crotamina-
negativo. RNAs mensageiros de cérebro, glandulas de vereno, coragdo, figado, pancreas e
rins foram isolados e utilizados no RT-PCR, com os primers especificos para o crotasin
(H10 e CTS-RV). Como controle, um segmento da B-actina foi transcrito de forma reversa
e amplificado com primers especificos. Em A, a rea¢fo de transcri¢do reversa foi feita
separadamente da reacdo de amplificagdo. Em B, a reacio de transcri¢do reversa e de
amplificagdo foram procedidas em um unico tubo.
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4.6. Detecgio do gene Cts-p2 no genoma de C. d. terrificus crotamina-positivo

Desde que Cts-p2 é expresso em diferentes tecidos de cascavel crotamina-negativa,
uma busca foi feita no genoma de C. d. terrificus crotamina-positivo para a presenga desse
gene. Usando DNA genémico de figado de vérios espécimes de C.d.terrificus crotamina-
positivo e —negativo (como controle) e os primers especificos ao gene Cts-p2 (primer sense
H10 e anti-sense CTS-MRV), numa reagdo de PCR convencional, produtos de ~ 1.3 kb séo
obtidos, compativeis com um segmento génico que compreende o inicio da seqiéncia
nucleotidica do peptidio sinal ¢ da por¢do 3° final do exon 2 (correspondendo 4 porgdo
carboxi-terminal da toxina madura). Porém, surpreendentemente, sem a duplicagdo do
segmento intrénico, que caracteriza o gene Cts-p2 (Figura 10). A identidade desse produto
foi confirmada por seqiiénciamento do produto de PCR obtido do genoma de ambas

variantes de cascavéis (resultados ndo mostrados).

DISCUSSAO

A organizagdo estrutural do gene da crotamina ¢ mmito similar aquela da maioria
dos genes de toxinas: (a) o primeiro exon contém, além da regido 5’-UTR, o peptidio sinal
quase completo, seguido por um intron relativamente longo (~ 0,7 kb); (b) o segundo exon
codifica a maior parte da toxina matura e é sucedido por um segundo intron curto (145 nt),
e (c) o terceiro exon compreendendo a porgdo C-terminal da toxima € a regiéo.S’—UTR do
c¢DNA. Uma peculiaridade do gene Crt-pl ¢ a fase dos introns que difere de outras toxinas:
a terminacdo 3’ dos exons I e III sdo interrompidos apds o prmeiro nuckotidio do ltimo
codon (intron fase 1), enquanto o exon Il tem sua terminagdo 3’ interrompido pelo intron
apos o segundo nucleotidio do coédon (intron fase 2). Os exons de outras toxinas, como 0s
dos genes de neurotoxinas pos-sindpticas ¢ de isoformas de cardiotoxinas (Fuse et al., 1990;
Chang et al., 1997a; 1997b Afifivan et al., 1999), séo simétricos, isto &, os exons sio
interrompidos por introns de mesmas fases — nesses ultimos casos, introns de fase 1.A
Figura 11 mostra esquematicamente o tipo de organiza¢io génica de Crt-pl, comparando
esse gene com aquele de uma pequena toxina bésica, ie., o gene da cardiotoxina de Naja
naja sputatrix (Lauchumanam et al., 1998), cuja atividade farmacolégica nfo ¢é relaciona a

da crotamina.
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Figura 10. Identificagdo do gene crotasin (Cts-p2) no genoma de C. durissus terrificus
crotamina-negativo e crotamina-positivo. DNAs gendmicos isolados e purificados de
figado de cascavéis crotamina-positiva e negativa foram usados como molde, em uma
reacdo de PCR (ver métodos). C.d.t. 00081, 00083, 9315 e 9315-2 se referem a DNAs
genomicos de C. d. terrificus crotamina-negativo, enquanto C.d.t. 001, 002, 9705 e 9706,
aos de C. d. terrificus crotamina-positivo. Em A, s3o mostrados os produtos de
amplificagdo que correspondem aos genes Crt-pl e Cits-p2. Em B, sfo mostrados
fragmentos de Cts-p2 amplificados com primers especificos e internos ao gene.
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Figura 11. Organiza¢do Estrutural do gene da crotamina (Crt-pl) e comparag¢do com o gene da cardiotoxina
(CTX). O gene da crotamina (Crt-pl), do trabalho descrito aqui, € o gene da cardiotoxina - CTX, de Naja naja
sputatrix (Lachumanan et al., 1998) sdo apresentados esquematicamente, nos quais os retdngulos pretos indicam
seqii€ncias codificadoras para os respectivos peptidios sinais, enquanto os retingulos em malha representam as
seqiiéncias codificadoras para a toxina matura de ambos genes. As jungdes dos exons e introns sdo descritas, bem

Ainda que o gene da crotamina tenha sido isolado de dois espécimes diferentes de
C. d. terrificus crotamina-positivo (C.d.t. 9705 e C.d.t. 9706) somente um tipo de gene
codificando a crotamina foi isolado e identificado por duas técnicas diferentes, mesmo que
uma busca intensiva tenha sido feita. Esse fato foi surpreendente desde que seis diferentes
tipos de cDNAs precursores da crotamina foram encontrados (Radis-Baptista et al., 1999).
Dentre esses, precursores de duas isoformas da crotamina e quatro precursores com
pequenas variagdes nucleotidicas na regido 5’- e 3’-UTR. Consegiientemente, seria
esperado, como uma possivel organizagdo génica, uma distribuigdo em “tandem repeat” do
gene da crotamina. De fato, ao contrario de uma organiza¢do em tandem, a maior parte dos
genes de toxinas € responsavel também pela codificagdo de uma Unica molécula de cDNA
€, portanto uma tnica copia de peptidio tdxico por molécula de cDNA (e.g., Becerril et al.,
1997; Lauchumanan et al., 1998, Chang et al., 1999). Contudo, em algurns casos, como as
sarafotoxinas do veneno de Astractaspis (Ducancel et al., 1993), o proprio cDNA de toxinas
se apresenta na forma de rosério, isto é, vérias copias do peptidio estdo contindas na mesma
molécula de cDNA. Ainda que a familia da miotoxina crotamina-simile apresenta diversas
variantes, somente uma pequena divergéncia das seqiiéncias de aminoé4cidos tem sido

observada (Figura 3).
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Do gérero Crotalus, habitando as pradarias do oeste Americano (Crotalus viridis
viridis), aos pampas Argentinos (Crotalus durissus), as miotoxinas dos venenos desses
espécimes ndo mutaram muito - conservam 86 % de similaridade entre suas seqiiéncias de
aminoécidos (Ownby, 1998) — sugerindo que essas toxinas constituem produtos de uma
origem recente. Considerando que tais pequenas toxinas bdsicas evoluiram recentemente, €
de grande interesse tragar, baseado na organizac¢io génica de Crt-pl, como tais toxinas tém
evoluido.

Tem sido sugerido que a estrutura de “gene em pegas” ¢ uma forma primitiva de
organizagdo géncia, na qual “proteinas em pecas” sdo traduzidas (Blake, 1978). Esse
conceito original é concordante com a “teoria exdnica do gene” (Gilbert, 1987), onde
embaralhamento dos exons (“exon shuffling”) possui um papel primordial na evolugdo de
proteinas, dando origem a explos¢dio da diversidade protéica. Enquanto embarallamento de
exons ou de dominios protéicos (“exon or domain shufflng”) apresenta um papel
preponderante na evolugdo de muitos genes antigos ou modernos, somente exons
simétricos, interrompidos por introns de mesma fase — principalmente fase 0 e 1, podem
sofrer embaralhamento sem mudanga da leitura de fase (Patthy, 1987). Em adigdo,
embaralhamento de exons ou dominios de proteinas € restrito ao sortimento de dominios
em proteinas modulares (Patthy, 1999a). Evidentemente, no caso especifico da crotamina,
um protomodulo pode ser identificado, desde que o gene do peptidio téxico consiste de um
tnico médulo (dominio estrutural) e um peptidio sinal, compreendendo assim um estagio
de modularizagio.

Em relagdo a presenga de um ntron relativamente longo iterrompendo os exons do
gene Crt-pl, ¢ interessante notar que pelo exposto acima, os introns possuem papel na
recombinacdo gé€nica — exon shuffling se d4 pela recombinagdo intronica (Patthy, 1999b)
ndo se tratando de “junk DNA”. Por exemplo, tem sido observado que, em Drosophila
melanogaster, a taxa de recombinagio é associada ao tamanho do intron (Carvalho &
Clark, 1999). Ademais, em Conus sp — um molusco que apresenta uma “biblioteca de
peptidios toxicos” na sua glandula de veneno, a seqliéncia lider, a pré-regido e a regido da
toxina matura do propeptidio sdo também separada por introns relativamente longos, e tal
organizacdo permitiria diferentes taxas de mutagdes nos trés exons separados (Oliveira et

al., 1999).



53

A clonagem e caracterizagio do gene da crotamina permitiram isolar e identificar o
pseudogene, naquele momento, da crotamina ou um gene desconhecido relacionado ao
gene da crotamina. Empregando DNA gendmico do figado de cascavel crotamina-negativa
e primers especificos as regides ndo-codificadoras de Cre-pl foi obtido um produto de
aproximadamente 2,5 kb, numa reagdo de LD-PCR. Compara¢do e anilise entre esse
segmento génico € o gene da crotamina reveleram que ambos apresentam a mesma
organizacdo génica geral, isto ¢, o segmento gé€nico isolado do genoma de espécime de
cascavel crotamina-negativo apresenta também trés exons, cujos exon I e II sdo
interrompidos por um intron relativamente longo (1768 nt) e os exons II e III por intron
curto (152 bp). O primeiro exon compreende a por¢do 5’-UTR e a maior parte do peptidio
sinal, o segundo exon codifica os trés ultimos residuos carboxi-terminais do peptidio sinal e
a quase totalidade do provavel peptidio, e o terceiro e ultimo exon compreende os quatro
residuos carboxi-terminais restantes e a regido 3’-UTR. Também esse gene provavel possue
introns de diferentes fases e tamanho, isto €, como no caso do gene Crt-pl, o primeiro
intron de fase 1 e o segundo intron curto de fase 2 flanqueiam um exon assimétrico.
Curiosamente, nesse caso particular o intron I ¢ ~ 0,8 kb maior que o intron correspondente
no gene da crotamina, em fungdo de um segmento intrdnico duplicado. Como anotado
anteriormente, esse tipo de organizagdo estrutual do gene de toxinas permite que diferentes
taxas de mutacdo e divergéncia ocorram nos exons. Por exemplo, a similaridade entre os
exons considerados é de 62,8 %, enquanto a divergéncia entre os introns é de 7,7 %. Por
outro lado, é de aceitagdo geral que a taxa de evolucdo dos introns ¢ maior que aquela dos
exons (Kimura, 1983; Li, 1997), de modo que os genes de toxinas de C. d. fterrificus,
descritos aqui e outros, tais quais os genes de isoenzimas de PLA,, em Trimerusurus (habu
snake) (John et al., 1994; Nakashima et al., 1995; Kordis & Gubensek, 1996; Ohno et al.,
1998), ndo se incluem nessa regra. Na verdade genes de toxinas ndo estfio sujeito & mesma
pressdo evolutiva que a maioria dos genes (Patthy, 1999b). Em adicdo, hipermutag¢do de
aminoacidos (evolugdo acelerada), em determinados segmentos gé€nicos, é a base para

diversificagdo de varias familias de proteinas, cujos genes sofreram duplicagdo.
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Esse mecanismo de diversificagio prové um meio do hospedeiro aumentar seu
repertério protéico para determinados alvos celulares. Por exemplo, a evolucdo acelerada,
restrita a alguns exons, também € o mecanismo de diversificacio de membros da familia
das elafinas — inibidores de elastase (Tamechika et al., 1996), dos sitios de reconhecimento
de antigeno dos compkxos de histocompatibilidade principal (MHC) (Hughes et al, 1990),
de serpinas (serine protease inhbitors) de parasitas (Hill et al., 1987), bem como tioninas —
uma familia de peptidios antibidticos de plantas (Castagnaro et al., 1992).

Inicialmente, foi pensado que essa seqiiéncia génica, de ~ 2,5 kb, fosse o
pseudogene da crotamina, em virtude do alto grau de divergéncia em relagdo ao gene da
crotamina. Entretanto, foi observado que (a) os elementos reguladores tedricos, tal como o
TATA Box (a —58 bp dp cdédon de iniciacdo), permanecem intactos (b) os sitios de
clivagem 5°-doador e 3’-aceptor da juncdo exon/intron estio conservados; (c¢) ndo ha
truncamento em decorréncia de um stop c6don que poderia ser formado aleatoriamente (c)
b4 a falta de seis nucleotidios no exons II (correspondendo a dois cédons) — o que formaria
um produto mais curto em dois residuos de amimoacidos, em relagdo a crotamina,
entretanto ha preservacdo da fase de leitura do peptidio (d) os seis residuos de cisteinas -
responsaveis pela conformacdo do peptidio toxico, também estdo preservadas. Logo, a
hipétese inicial de um gene defectivo da crotamina foi descartada.

Baseado nesses fatos, a investigac@o sobre a habilidade de tal gene ser expresso, em
varios tecidos de cascavel crotamina-negativa foi iniciada. Os 4cidos ribonucléicos totais
(RNA) e mensageiros (mRNA) de cérebro, glandula de veneno, coragdo, figado, pancres e
rins de cascavel crotamina-negativa foram isolados e utilizados numa reagdo de transcrig¢do
reversa com PCR acoplada (RT-PCR). Primers de oligonucleotidios especificos a seqliéncia
do peptidio sinal (exon I) e por¢do terminal da toxina matura (exon II) foram empregados.
Com essa andlise pode ser verificado que, nio s6 o gene relacionado a crotamina ¢
transcrito - isto €, o gene ¢ expresso, mas também ha transcri¢io diferencial nos 6rgdos.

A expressdo desse gene relacionado acrotamina, crotasin (Cts-p2), ¢ majotitaria no
pancreas, seguido no coragdo, no figado e nos rins, sendo parcamente detectado na glandula
de veneno. Esse achado ¢ bastante interessante, visto que as glandulas de veneno
constituem um tecido secretor relacionadado a outras glandulas digestivas, como ao

péancreas.
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Por exemplo, h4 uma ligagdo evolutiva entre toxinas sintetizadas nas glandulas de
veneno e componentes ndo toxicos presentes em outros tecidos, como as fosfolipases, onde
essas podem exercer uma multiplicidade de atividades biologicas ndo toxicas. Contudo, ndo
¢ sabido se esse fato é uma ligacdo entre a emergéncia de toxinas e sua diversidade
funcional O presente caso pode ser um exemplo da origem de uma toxina a partir da
diversidade funcional de um gene cuja expressdo é predominante em outros tecidos, exceto
glandulas de veneno, ainda que sua fungfo seja desconhecida até o momento.

Visto que o gene crotasin é expresso em diferentes orgdos de C. d. terrificus
crotamina-negativo, foi investigado se esse gene era contido no genoma de cascavéis
crotamina-positivo. Surpreendentemente o genoma dos espécimes de C. d. terrificus
crotamina-positivo possuem ambos genes (Crt-pl e Cis-p2), enquanto os espécimes
crotamina-negativos somente o gene Cts-p2.

Com base na analise do cladograma da familia das pequenas miotoxinas basicas
crotamina-simile, que compreende seqii€ncias aminoacidicas de toxinas isoladas de
cascavéis do oeste Norte-Americano, bem como da América do Sul, é notado que ndo ha
grande divergéncia, isto ¢, os membros sdo bem conservados (compartitham 86 % de
similaridade). Em contraste, o peptidio crotasin é altamente divergente — somente onze
residuos de aminoacidos sdo conservados em relagdo a crotamina. Ainda, ao contrario dos
membros dessa familia e, em particular, da crotamina, o crotasin ndo é positivamente
carregado. De fato, o crotasin ¢ ligeiramente 4cido (pl tedrico menor que 7), devido a
presenca de somente um residuo de lisina e quatro de glutamina, ao passo que a crotamina

possue dez e um, respectivamente.
Tomado como um todo, ndo fica dificil inferir que Crz-p! originou por duplicacdo

de um gene ancestral, que ¢ também comum ao Cts-p2. Dessa forma Cri-pl e Cts-p2 sdo
gene pardlogos que surgiram por evolugio acelerada (ou sele¢fo positiva Darwiniana) do
exon II, sendo a crotamina (e peptidios da mesma familia) o produto mais recente desse
processo. Essa evolucdo acelerada ¢ permitida e restrita a um exon, em fun¢do da
organizagdo estrutural do gene. Tal arranjo génico tem atendido eficientemente a evolugdo
de peptidio toxicos como ¢ atestado pela semelhanca estrutural entre genes isolados de

animais filogeneticamente distintos.
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Por exemplo, os genes da y-toxina do veneno de escorpides do género Iityus
(Becerril, 1996; 1997), de toxinas de veneno que agem em camais de K* de escorpides da
espécie Buthus martensis (Zeng et al., 2001), de peptidios bioativos - variantes de
dermaseptin- da pele de anfbios (Vouille et al., 1997), bem como de toxinas de Conus sp,
como ja mencionado, compartilham todos o mesmo arranjo génico que a crotamina € 0
crotasin, diferindo quanto a simetria do exon (ou fases dos introns) € quanto a presenca de

um tercero exon (exonIII).

CONCLUSAO II

A crotamina ¢é codificada por um uGnico gene (Crt-pl), constituido por trés exons e
dois introns de diferentes fases e comprimentos. O gene Crt-pl estd unicamente presente no
genoma de espécimes de cascavéis crotamina-positivos.

Investigacdo sobre a razdo da auséncia do gene da crotamina em espécimes de
cascavéis crotamima-negativa levou a descoberta ndo de um gene defectivo (e.g., um
pseudogene), mas a de um gene parblogo, crotasin (Cts-p2), altamente divergente ¢ com a
mesma organizagdo génica.

Genes constituidos por trés exons (ou eventualmente dois), cujo exon I codifica,
além da por¢dio 5°-UTR, a maior parte de um peptidio sinal, os segundos exons
compreendendo toda ou a maior parte da toxina matura (dependendo do (poli)peptidio) e,
um terceiro exon (ausente em alguns casos) que codifica a por¢io carboxi-terminal da
toxina e a regido 3’-UTR, sdo caracteristicos dos genes de toxinas e peptidios
biologicamente ativos, presentes no genoma de animais filogeneticamente distintos. Essa
estrutura génica indica que tal organizagdo atende, de forma eficiente, a evolucdo de
toxinas e a manutencdo de um tipico “cassete de secrecio”.

Baseado na observagio que Cis-p2 é: (i) expresso em diferentes tecidos; (ii)
altamente divergente dos membros da familia de miotoxinas crotamina-simile; (iii) parte de
ambos os genomas das variantes de cascavéis; conclui-se que Crz-pl e Crt-p2 originaram
por duplicacdo de um gene ancestral comum. A organizagdo estrutural desses genes
permitiu que o exon II sofresse hipermutacdo dando origem a genes pardlogos, com
propriedades bioquimicas distintas. Sendo assim, o gene da crotamina, bem como seu
produto, seria provavelmernte o resultado mais recente desse processo evolutivo.

Por fim, a falta de crotamina no venem de cascavéis crotaminanegativa ¢,

portanto, conseqiiéncia da auséncia de Crt-p/ nos seus genomas.



4.7. Comparacdo do produto do gene crotasin com peptidios e dominios protéicos

Como primeira etapa na elicidagdo da fungdio bioldgica do produto do gene
crotasin, uma busca em banco de proteinas foi feita, conforme descrito em métodos. Dois
grupos de dominios e de peptidios mostram certa similaridade com o crotasin (Figura 12):
(1) dominio rico em cisteina de receptores de fatores de crescimento de hepatdcito (HGFR)

e (2) galinacmas, peptidio antibidticos encontrados em linfocitos de Gallus gallus.

YRKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKG SEES Crotamine
YKQCHKKGGHCFPKEKICHPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSEES Crotamine-Ile 19
YXQCQXKGGHCFPRKIKICHPPSSIIFGKMDCRWKWKCCKKG SEES Myotoxin-

ACHKRINGECF PR I CLPPSSDFGXMDCRWKWKCCKKG SR Myotoxin 2 and 3
NCHKKINGHCFP MY T CLPPSSDFGKMDCRWKWKCCKKG R Myotoxin I
ACHKKGGHCFPKEKIClPPSSDFGKMDCRYWKWKC CKRGS|g Myotoxin II

J2GHCF P ICLPPSSDFGRKMDCRWKWKC CKKG S\ 512909

Toxic peptide C
YYESHETI--PRYEK Crotasin

Crotasin

HGFrpre|African frog|CRS
HGF-SF r CRS

HGFr |Fugu rubripes|CRS
HGFr|R. novergicus|CRS
Met proto-onco|H. s.|CRS
Met proto-onco|M. m.|CRS
Receptor TYK|H. s.|CRS
TYK |G. gallus|CRS

c-met |R. novergicus|CRS

Figura 12. Alinhamento do produto do gene crotasin com os peptidios crotamina-simile ¢ com
segmentos cisteina-ricos dos dominios extra-celulares de receptores para HGF. Os peptidios e
os dominios protéicos foram alinhados como descrito em métodos. Em A, estdo alinhados os
mesmos peptidios que aqueles da Figura 3 e o crotasin. Em B, estio alinhados o crotasin e
segmentos ricos em cisteina (CRS) de receptores para HGF de varios vertebrados: HGFr
pre[African frog], GenBank Accession number JC5248; HGF/SFr proto oncogene, PO8581;
HGFr [Fugu rubripes], T30811; HGFr [Rattus novergicus], AAB19189; cMet proto oncogene
[Homo sapiens], NP_000236; cMet proto oncogene [Mus musculus], NP_032671; receptor
TYK [Homo sapiens], AAB54047; TYK (tyrosine kinase receptor) [Gallus gallus],
CAAS58863; c-met (proto oncogene) [Rattus novergicus], CAA65582. Os residuos de
aminoacidos que coincidem exatamente com o consenso estdo assinalados em preto.
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4.8. Produgdo de crotamina e crotasin recombinantes

Com a finalidade de avaliar se tais fungdes — atividade antibidtica ou de quimio
modulagdo (quimiocitocina) - sdo atributos do peptidio crotasin, j4 que esse ndo havia
anteriormente sido descrito, isolado ou identificado, bem como se a crotamina possui
alguma atividade similar a essas, foi conduzida a construgdo de vetores de expressdo para a
produgdo dos peptidios em sistemas procaridtico e eucaridtico.

A Figura 9.1, no apéndice, mostra a regido do sitio de clonagem do plasmidio pQE-
12 e o eletroesferograma da constru¢do, mostrando a fase de leitura correta dos elementos
do vetor com a mensagem da crotamina (cDNA). Na figura 15, sdo comparadas as
seqiiéncias primarias da crotamina e 6xHis-crotamina, assinaladas algumas caracteristicas
bioquimicas de ambas toxinas e é apresentado o gel de SDS-PAGE da toxina recombinante
purificada. A producdo estimada de 6xHis-crotamina, empregando E. coli, alcanga niveis
de 10 a 15 mg/L. O resultado da detec¢do imunologica é mostrado também na figura 15, no
qual fica demonstrado que a toxina recombinante é reconhecida por anticorpo policlonal
desenvolvido em coelho. Testes in vivo com hexa-hisitdina-crotamina, em solugdo
fisiologica, (inje¢do intraperitoneal em camundongos) foram negativos, isto é o peptidio é,
ndo foi detectado nenhuma atividade bioldgica.

Nas figuras 9.2, 9.3 ¢ 9.4, no apéndice, sdo mostrados os sitios de clonagem do
vetor de expressdo pMeta A e os eletroferogramas das constru¢des com os peptidios de C.
d. terrificus em estudo, indicando a correta leitura de fase das menssagens da crotamina e
crotasin e os elementos do vetor. Células de Pichia methanolica recombinantes, isto €, com
o cassete de expressdo integrado no cromossomo, foram obtidas, como descrito em
métodos. Expressdo da crotamina e hexa-hisitidina crotamina, nesse sistema, em volume de

até¢ 0,5 ¢, foi infrutifera. No caso do crotasin, um lote de aproximadamente 0,5 mg, foi

obtido num volume de cultura de 0,1 ¢. Imunoblot do peptidio recombinante com anticorpo

desenvolvido em coelho, contra oligopeptidio sintético derivado de um segmento do

crotasin, foi negativo.
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A

Crotamine YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG
6xHis-Crotamine RGSYKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSGRSHHHHHH

No. MW (kDa) no. de residuos pl
de resisuos basicos

Crotamine 42 5,0 12 9,55
6xHis-crotamine 53 6,6 14 9,88
B

KDa

325 —

165 —

~6,5 — ——  6XHis-Crotamina

Figura 15. Propriedades quimica ¢ bioldgica da crotamina recombinante, 6xHis-crotamina.
Em A, sdo indicados alguns parametros da crotamina de veneno ¢ 6xHis-crotamina. Os valores
foram obtidos com o programa EDITSeq, apés anilise das seqiiéncias nucleotidicas dos
cDNAs. Em B, ¢ mostrado o imunoblot da crotamina recombinante, apds detecgdo em filme de
Raio-X.
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4.9. Determinacdo da atividade antibiotica

A tabela 4 sumariza o resultado dos testes de atividade antibidtica usando Miiller-
Hinton broth ¢ meio pobre como meios de cultura para as cepas desafiadas. A crotamim
purificada do veneno de C. d. terrificus, apresenta atividade contra E. coli ATCC 25922,
mas somente uma fraca ou nehuma atividade contra S. aureus ATCC 2523. Em contraste,
crotasin, possue uma atividade residual contra S. aureus, € nenhuma atividade contra E.
coli. O resultado de atividade antimicrobiana da crotamina é diferente quando meio pobre
(bactopeptona 1 % / NaCl 0,9%) é usado. Nessa condi¢do cepas de E. coli sdo resistentes a
crotamina. Testes dos oligopeptidios sintéticos, derivados das moléculas de crotamina e
crotasin, indicaram que somente M. [uteus é sensivel a um unico derivado do crotasin
(Tabelas).

Tabela 4. Concentracao inibitoria minima (MIC) da crotamnina e crotasin

Peptidio  Staphylococcus aureus ATCC 2523 Gram (+) E. coli ATCC 25922 Gram (-)

Crotamina >200 (pg/ml) (~50 uM) 25 (ug/m) (~ 6 uM)

Crotasin 100 (ug/ml) >200 (ng/ml)

> >200 (ug/ml) significa que ha resiténcia a susbtdancia pelo organismo testado

Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos peptidios sintéticos derivados das moléculas de crotamina e do

crotasin
Peptidios derivados E coli éﬁ:lte}jgénica Ig;‘al::e(ij
SR-CTS{ — RCRSPSTSIGODCR S/ ativ.* (Img/ml) < 6 uM (0,01mg/mi)
SS-CTS2 — PCPSGTTSIGOQODCR S/ ativ. (Img/ml) S/ ativ. (Img/mi)
SI-CRT! — ICLPPSSDFGKMDCR S/ ativ. (Img/mi) S/ ativ. (Img/ml)
SI-CRT2 — ICAKPSSDFGKDGCR S/ ativ. (2mg/ml) S/ ativ. (2mg/ml)

*S/ ativ.- nenhuma atividade bacteriostitica ou microbicida na concentragdo usada
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4.11. Andlise de diferenciacao de células-tronco embriondrias de camundongo

Os primeiros ensaios utilizando células embriondrias de camundongo foram
realizados com a crotamina purificada de veneno. Uma série de trés tipos de experimentos
foram inicialmente conduzidos: no experimento 1, descrito em métodos, no quinto dia,
placas controle contendo LIF, as ilhas de células cresceram e se fundram, mantendo as
caracteristicas de seu cultivo. Em placas sem LIF, todas as células se diferenciaram
Contudo, placas contendo células ES com solugdo de crotamina (4 x 10) apresentam
muitas células mortas e auséncia de ilhas. No experimento 2, a partir do quarto dia, placas
em que EBs foram incubados com 107 M de crotamina comegaram a se diferenciar,
permitindo observadar ilhas de células com precursores semelhantes a células sangiiineas.
No experimento 3, a incubagio prévia com crotamina (10'7 M) também permite observar a
presenca de células diferenciadas em relagdo ao controle. As Figuras 16A a 16F mostram
parte desses resultados iniciais usando células-tronco.

Ensaios subseqiientes indicaram que pelo menos dois tipos celulares sdo induzidos a
diferenciacdo quando crotamina, na concentra¢do de 107, é adicionada a cimara de cultura
dos Ebs. Utilzando anticorpos contra marcadores celulares, foi possivel demonstrar que um
dos tipos celulares, no qual a crotamina induz essa diferenciagdo, na concentragdo ente 107

~ 10®, é de células nervosas (Figura 17).

4.12. Localizagdo do conjugado crotamina-Cy3 em células-tronco embriondrias
Crotamina conjugada com Cy3, um corante fluorescente, indica que o peptidio
alcanca e se concentra no ntcleo de um determinado grupo de células dos EBS complexos

(Figura 18).
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Figura 16. Microscopia de fluorescéncia de corpos embridides controle e tratados com solugio
de crotamina. Em A s#o mostrados varios corpos embridides corados para fosfatase alcalina
(magnificacdo: 40X); em B, mesmo que em A (100X); em C, um corpo embriéde corado ¢
ampliado de 150 X; em D, diferenciagio de EBs induzida por 10° M de crotamina (aumento:
150X); em E, diferenciaciio de EBs induzida por 4 x 10°M de crotamina (aumento: 150X); em
F, EBs diferenciados, provavelmente em células da glia, por 2x 10°M de crotamina .
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Figura 17. Microscopia de contraste de fase € confocal de corpos embridides diferenciados por
crotamina. Corpos embridides foram incubados com uma solugio de crotamina entre 107 ¢ 10*
M, entre 7 e 8 dias. As células foram fixadas e incubadas com anticorpo anti-neurofilamento
(anti-GFAP). Apos incubagdo com anticorpo secundario anti-IgG de camundong-FITC, as
imagens foram registradas. As imagens foram tomadas de diferentes experimentos conduzidos
em paralelo.
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Figura 18. Localiza¢do do conjugado crotamina-Cy3 em nucleos de células pluripotentes
(corpos embridides). Corpos embridides foram incubados com uma solugio 107 - 10* de
crotamina-Cy3, e visualizados antes da diferenciagdo. Em A é mostrado uma imagem obtida em
microscopio de fluorescéncia usando um filtro laranja (568-574 nm); em B, mesma imagem que

em A, porém sem a sele¢@o de um filtro especifico; em C, mesma imagem que em A, porém
visualizada em contraste de fase.
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DISCUSSAO

Uma vez que o transcritos do crotasin sdo encontrados em diferentes tecidos de C.
durissus terrificus e seu gene no genoma de ambos espécies de cascavéis (crotamina-
positivo e negativo), foi especulado que esse peptidio teria evidentemente uma fungéo ndo
relacionada a atividade toxica do seu congénere — a crotamina. Como ponto de partida para
o acessso da funcdo do crotasin, uma busca de seqiiéncias nucleotidicas e peptidicas
homologas ao crotasin, em banco de DNA (GenBank, http://www.ncbi.nth.nlm.gov) e
proteinas (Swissprot, http://www.expasy.ch) foi conduzida. Como visto anteriormente, a
seqiiéncia nucleotidica do gene crotasin preserva alguma similaridade com o préprio gene
da crotamina (Figura 8), entretanto a seqiiéncia peptidica possui baixa similaridade com os
membros da familia das miotoxinas crotamina-simile (Figura 9). Mesmo em banco de
proteina ¢ de DNA a busca foi sem sucesso aparente. Entretanto, foi verificada uma
pequena similaridade do crotasin com peptidios antibidticos de Gallus gallus e com
determinados dominios protéicos dos receptores para fatores de crescimento de hepatocitos
(HGFr) (Figura 12). Considerando a similaridade com peptidios antibidticos de Gallus
gallus, a analise filogenética do peptidio crotasin e de membros da familia das miotoxinas
crotamina-simile revela que essa tal similaridade ¢ maior com peptidios antibidticos
denominados defensinas (Figura 13 e 14). As defensinas compreendem uma familia de
peptidios antibidticos (e eventualmente citotdxicos), presentes em mamiferos, que faz parte
do sistema inato de defesa do organismo, isto é, que faz parte da primeira linha de defesa
contra microorganismos patogenos como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
fungos e virus encapsulados (Lehrer at al., 1993; Boman, 1995; Andreu & Rivas, 1998;
Ganz & Lehrer, 1998; Hancock & Diamond, 2000; Hancock & Scott, 2000; Gura, 2001).
Trata-se de moléculas catidnicas, anfipaticas (regides carregadas e hidrofobicas separadas),
entre 30 e 34 amino4cidos, ricos em residuos de arginina (R) e com seis cisteinas arranjadas
em trés pontes S-S invariantes. Dependendo do padrdo em que as pontes sdo arranjadas, da
distruibui¢do dos peptidios nos tecidos e da organizagdo estrutural dos genes, sdo
classificadas em a- e B-defensinas.

Em humanos, as a-defensimas sdo expressas em neutrdfilos (linfocitos
polimorfonucleares — HDEFA1, HDEFA3, HDEFA4) e células de Paneth (das
microvilosidades intestinais — HDEFAS, HDEFA®6), enquanto as B-defensinas (HBD-I,
HBD-2, HBD-3) sdo expressas majoritariamente em tecidos epiteliais (Lehrer & Ganz,
1999).
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Devido a natureza anfipatica, as defensinas se inserem na MP e interagem com
lipopolissacaridios (LPS), formando poros e canais na membrana celular bacteriana, o que
causa extravasamento dos componentes celulares e fons, e consequentemente a morte dos
patdgenos (Oren & Shai, 1998). Em adi¢do ao amplo espectro antibidtico, hd evidéncias
que as B-defensimas agem como quimiocinas, as quais sinalizam para células dendriticas
imaturas e para linfocitos T de memoria, bem com outras respostas inflamatdras, servindo,
desse modo, de ponte entre o sistema imune inato (imediato) e o sistema imune adaptativo
(Yang et al., 1999; Scott et al, 2000a). Certas defensinas, em adig@o a atividade antibidtica,
também possuem atividade mitogénica, corticostatica e efeitos citotoxicos (Lehrer et al,
1993; Boman, 1995; Scott et al., 2000a). Outras familias de peptidios antibidticos, que
apresentam caracteristicas comuns e conservadas entre si, mas com propriedades biologicas
particulares, sido amplamente distribuidas entre organismos filogeneticamente ndo
relacionados, como insetos, plantas e vertebrados.

Na verdade mais de 600 estruturas estdo catalogadas, distribuidas em quase duas
dezenas de Filo (http://www .bbcm.univ.triste.it/~to ssi/pag1.htm).

Por outro lado, alinhamento de dominios de diversos membros da familia do HGFr
permite, cosiderando as muta¢des conservadas, atingir uma similaridadede até 40%, nos
trechos que se alinham com o crotasin (Figura 13). Os receptores para fatores de
crescimento de hepatdcitos sdo compostos por duas subunidades (aff) ligadas por ponte
dissulfeto, totalizando (190 kD). A subunidade o é extracelular, enquanto a B compreende
um dominio de ligagdo de HGF, um dominio transmembrana € um segmento citoplasmatico
com o dominio de tirosina quinase. Ambas subunidades originam da glicolisagdo e
clivagem proteolitica de um precursor comum, codificado por um Unico gene - o c-Met
proto oncogene. A transdugdo de sinal, seguido da interagdio do ligante, induz auto-
fosofrilacdo do dominio quinase ¢ a geragdo de IP3 e a estimulacfio da cascata Ras, através
da atividade Ras-guanina. HGFr ¢ altamente expresso no figado, em células epiteliais e
endoteliais, bem como outros tecidos. Esses receptores mediam a sinalizagdo de
quimiocinas (fator de crescimento de hepatdcitos ou scatter factor) em diferentes processos
celulares, como regeneracdo tecidual e diferenciagdo celular. Sua ativagdo descontrolada
leva a formacio de tumores, principalmente epiteliais (Comoglio & Graziany 1994;
Zarnegar, 1995).
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Um dos meios de controlar atividade dos HGFr seria pela inibi¢do da atividade
quinase da por¢do carboxi-terminal mtracelular do receptor (Bardelli et al., 1999). Um
outro modo seria a liberacdo de receptores soluveis circulantes, isto ¢, receptores ndo
ancorados & membrana, os quais complexariam ou seqiiestrariam a citocina, impedindo a

transdugéo de sinal (Fernadez-Bortran, 1991).
Tomado esses fatos em consideragdo, duas hipOteses se seguiram para investigar a

funcdo, ou fungdes, dos peptidios crotamina e crotasin de C. d. terrificus: (1) baseado na
analise filogenética das defensimas, das miotoxinas crotamina-simile e do crotasin, foi
sugerido que esses altimos seriam membros altamente divergentes dos primerros, cuja
atividade antibidtica ainda poderia ser detectada; (2) em virtude da similaridade do crotasin
com dominio rico em cisteina, uma outra hipdtese que se seguiu foi a de que o crotasin
agiria como modulador celular na remodelagem tecidual. O crotasin complexaria com HGF
ou SF, nos tecidos, controlando a atividade de seus receptores. A crotamina sendo um
congénere desse peptidio também poderia apresentar outra fung@o que nio (cito)toxica.

Para testar essas duas hipdteses principais, foi conduzila a produgdo de crotamina e
crotasin em sistemas de expressdo procaridtico (. coli) e eucariotico (Pichia methanolica),
bem como a sintese quimica de oligopeptidios derivados. Inicialmente, usando E. coli, uma
toxina de fusdo com uma cauda de hexa-histidina (6xHis-crotamina) foi obtida. A toxina
recombinante, cuja producdo chega a atingir 15 mg/L de cultura em aproximadamente S
horas de indugfio, é contida majoritariamente em corpisculos de inclusfio. Entretanto uma
fragdo do total produzido pela célula ¢ encontrada na forma soltivel Essa fragdo solivel foi
purificada em cromatografia de afinidade em metal e concentrada. A 6xHis-crotamina
reage positivamente com anticorpo policlonal anti-crotamina, mas nfo apresenta atividade
biolégica quando testada in vivo. Esses fatos indicam que epitopos da crotamina
recombinante sdo acessiveis pelo anticorpo, mas a conformagdo do peptidio estd
comprometida, j4 que ndo ¢ ativo. Dado que aquisi¢do da conformagdo correta de (poli-)
peptidios produzidos em E. coli ¢ um ponto crucial na produgdo de qualquer polipeptidio e
a probabilidade de se obter uma conformagdo correta é inversamente proporcional ao
numero de pontes dissulfeto (a crotamina possue 3 pontes S-S), foi tentada a produgio em

sistema eucariotico.
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O sistema escolhido utiliza células da levedura metanotrofica P. methanolica e uma
constru¢do que permite produzir polipeptidios de fusdo com o—factor, direcionando o
produto para o meio extracelular — fase em a conformag@o correta do polipeptidio €
adquirida. Cassetes de expressdo em que a crotamina e o crotasin estdo em fusdo com a—
factor somente ou também com hexa-histidina, foram integrados ao cromossomo de células
de P. methanolica. As inser¢des foram confirmadas por PCR. Producdo dos peptidios
recombinantes, em escala piloto de 0,1 a 0,5 L, foi realizada. O meio concentrado foi
aplicado em colunas de gel filtracdo e os picos liofilizados. No caso da crotamina, ou
6xHis-crotamina, a producdo foi insignificante ou nula. No caso do crotasin, um baixo
rendimento foi obtido (< 1 mg/L), mas que permitiu a continuagdo dos experimentos.
Imunodetec¢do do crotasin foi negativa. A razdo disso seria a falta de acessibilidade ao
peptidio pelo anticorpo, mesmo que o anticorpo tenha sido desenvolvido contra

oligopeptidio sintético correspondente & porgio mais hidrofilica do crotasin.

Os testes antibidticos inichis, com o crotasin recombinarnte € a crotamina purificada
do veneno, mostra que o peptidio de tecidos e o de veneno apresentam atividade
microbicidade seletiva. O crotasin possui determinada atividade contra bactérias Gram-
positivas € a crotamina contra Gram-negativas. Atividade contra fungos ndo foi testada, até
o momento — o que serd de grande interesse. Essa seletividade se deve as propriedades
quimicas intrinsicas dessas moléculas, como, por exemplo, a carga liquida do peptidio - a
crotamina ¢ carregada positivamente (pI> 9,0), enquanto no crotasin as cargas sdo quase
neutras (pI < 7,0) — ¢ também aos componentes da parede celular das cepas — Gram-
negativas, contendo principalmente lipopolissacarides (LPS) e Gram-positivas ac
lipoteicoico (LTA) e peptidioglicanos. Desde que as algumas defensinas possuem atividade
antibidtica e citotdxica em regides diferentes da mesma molécuh, oligopeptidios derivados
de determinadas regides da crotamina e do crotasin foram sintetizados. Teste de atividade
antimicrobiana com esses oligopeptidios foi positivo somente para um deles - o SR-CTS1,
e essa atividade estd de acordo com o espectro de agfio do crotasin, ou seja, contra
patégenos Gram-positivos. O oligopeptidio SR-CTS foi desenhado tendo o crotasin como
modelo e possui alguns residuos neutros substituidos por residuos positivos (arginina).

Como ocorre com a maioria das defensinas e peptidios antibidticos catidnicos, os
peptidios sintéticos € a crotamina foram sensiveis a pesenca de sal. Isso é notado quando

essas substéncias sdo testadas na presenga de MHB e de meio pobre.



O meio pobre contém 0,9 % de NaCl, concentracio que é aproximadamente 3 vezes
maior que aquela do MHB. A inibicdo da atividade microbicida das defensinas por sal ¢
evidenciada em pacientes que sofrem de fibrose cistica. Nessa doenga congénita, canais de
ions cloreto defectivos permitem que haja um aumento da salinidade do fluido alveolar,
impedindo, assim, a atividade microbicida das B-defensinas, vindo causar infecgéo
pulmonar (Goldman et al., 1997; Singh et al,, 1998).

E sabido que membros da familia das defensinas possuem, além da atividade
antibiotica, outras propriedades as quais permitem modular a migrag@o celular em processo
inflamatério, modular e integrar respostas imunolégicas ¢ modular a proliferacdo celular.
Por exemplo, foi visto que os peptidios catidnicos de neutr6filos induzem a liberagdo de
histamina de mastdcitos, por um mecanismo semelhante ao dos peptidios de veneno, isto &,
ndo litico e independente da ativacio de receptores para imunoglobulina E (IgE) (Befus et
al., 1999). E visto que peptidios catidnicos antibidticos apresentam atividade mitogénica
(promotora de crescimento), direcionada para células epiteliais e fibroblastos, participando
no processo de cicatrizagdo (Murphy et al. 1993; Gallo et al, 1994). Aumento da sintese de
DNA, também, é observado em determinadas linhagens celulares (Bateman et al, 1991).
Agindo como quimiocinas, as B-defensinas atraem células T e dendriticas imaturas para o
local de infecgdo, conectando, dessa forma, o sistema imune inato (imediato) € o sistema
imune adaptativo (humoral) (Yang et al., 1999).

Tendo em mente que peptidios catidnicos agem como mediadores celulares € a fim
de testar a segunda hipétese surgida no desenvolvimento do presente trabalho, isto €, se a
crotamina e o crotasin possuem alguma propriedade de sinalizadores celulares
(quimiocinas) ou de modular tais sinais, células-tronco embriondrias ("Embryonic Stem

cells") de camundongo foram utilizadas.

Na verdade, ensaios de atividade quimotatica podem ser feitos com leucocitos, tais
como mondcitos, linfocitos ou neutrofilos, em camaras que permitem migracdo de tais
células em respostas a sinais quimicos (cdmara de quimiotaxia) (Anne Pereira, 1999).
Entretanto, a iniciativa inédita de utilizar células-tronco na avaliagéo de substéncias toxicas,
em geral, e peptidios toxicos de venenos animais, em particular, culmina com a busca de
sistemas sensiveis para acessar processos apoptoéticos, de proliferagio e de diferenciag@o

celulares nduzidos por essas toxinas.
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Os corpos embridides (“embryoid bodies”), sdo agregados de células formados
espontaneamente a partir de células-tronco (“stem cells”) cultivadas em suspensdo. As
células-tronco sdo células normais pluripotentes, isto é, capazes de se diferenciar em um
numero variado de células sob determinadas condi¢cdes. Quando fatores inibidores sdo
removidos da cultura (e. g., LIF), células ES entram no programa de diferencia¢éo e corpos
embriddes sdo formados. Entre o sétimo e o décimo dia do desenvolvimento dos Ebs ocorre
contracdo espontinea de cardiomiécitos. Apds, identifica-se, dentro do complexo Ebs, uma
grande variedade de linhagens embrionarias (hematopoiéticas, neuronal, endotelial,
cardiaca e muscular), que pode ser comprovada por varias técnicas (andlises morfologicas,
imuno-histoquimica, RT-PCR).

Inicialmente, crotamina purificada do veneno de cascavel foi empregada no
conjunto de experimentos que visaram detectar a capacidade de peptidos tdxicos em
sinalizar respostas celulares de citotoxicidade, proliferagdo ou diferenciagdo. Como
esperado, a crotamina € citotdxica quando Ebs foram incubados com concentragdes acima
de 10° mM de toxina. Em concentragdes mais altas que 2 - 4 x 10° M, as células-tronco se
degeneram e morrem. Entretanto, surpreendentemente, concentragdes sub-micromolares de
crotamina promovem diferenciacdo de EBs, em pelo menos dois tipos celulares principais.
Utilizando anticorpos contra marcadores celulares especificos, como anti-neurofilamentos
do citoesqueleto, um dos dois tipos celulares prelimnarmente identificado, resultantes da
inducdo de diferenciagdo de EBs por crotamina, indicou se tratar de células nervosas.
Interessante, Cy3-crotamina, isto é, crotamina conjugada a um o corante fluorescente,
mostra que esse peptidio se concentra no nicleo de determinadas células dos corpos
embridides. Entretanto, o mecanismo molecular detalhado sobre como esse processo de
diferenciacdo se da e porque a crotamina induz a diferencia¢do de células embrionarias em
células nervosas, permanecem para ser estudados em detalhe. Vale lembrar que fatores de
crescimento de nervo (NGF) sfo componentes relativamente abundandes no veneno de
serpentes. Contudo NGFs de veneno ndo compartilham nenhuma similaridade estrutual ou
propriedade bioldgica comum com os peptidios da familia da crotamina. Por outro lado, ¢
verificado por “gene array analysis”, que hibridos (moléculas quiméricas) de cecropina-
melitina (duas defensinas) induzem a expressio de um conjunto de 35 genes, incluindo

fatores de transcri¢do (Scott et al., 2000).
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Foi demonstrado que defensinas de neutréfilos humanos estdo entre os mais
potentes inibidores de proteina kinase C, o que pode influenciar drasticamente a transdugdo
de sinais nas células (Charp et al., 1988). Ainda, defensinas HNP de neutr6filos, uma vez
internalizados, interagirem com o DNA, portanto ganhando acesso ao nicleo, porém o
efeito final, ao contrario de proliferacio ou diferencia¢do, é o de morte celular de células
procaridticas e malignas (Gera et al., 1991, Johnstone et al., 2000).

Em adi¢do, nada tem sido relatado sobre a indugdio da proliferagio ou da
diferenciagdo celular, por algum peptidio catiénico, mesmo em células hematopoiéticas,
com as quais as defensinas possuem uma estreita conexdo e com os quais desempenham
papel fundamental nos processos inflamatério e imune, como compilado por Hancock &
Diamond, 2000. Porém, digno de nota é o fato de que um dos tipos celulares, que a
crotamina induz a diferenciag@o dos Ebs, se assemelha a precursores de células sangtiineas
(Kerkis et al., comunica¢fo pessoal). Se esse achado poderia indicar um novo papel dos
peptidos catibnicos crotamina-defensina-simile, isto €, o recrutamento de mais células
precursoras das polimorfonucleares para o sistema de defesa imediata, permanece para ser

verificado.
O estudo conduzido até aqui, com os peptidios toxicos de C. d. terrificus, bem como

alguns de seus derivados sintéticos, vem corroborar a idéia de que durante a evolugdo,
dominios protéicos conservados, que formam estruturas tridimensionais similares, cujas
seqiiéncias primdrias nem sempre apresentam total identidade, foram recrutados para
exercerem diferentes funcdes celulares, porém num mesmo nivel celular e de maneira
orquestrada. Nesse contexto, € bastante significante a multifuncionalidade dos peptidios
antibidticos catidnicos, que dependendo da composi¢do da molécula, em termos da
distribui¢do dos residuos de aminoacidos, bem como da sua concentracdo no local de acéo,
além de antimicrobianos, podem ser citotéxicos, quimiotaticos, inibidores enzimaticos,
mitogénicos, liberadores de histamina, ativadores de canais i0nicos e indutores de morte
celular (Lehrer et al, 1993 e referéncias acima). Por exemplo, pardaxin, um peptidio de 33
mer, ¢ uma neurotoxina isolada tecido epitelial de pavées do Mar Vermelho (Pardachirus
marmoratus) ¢ do oeste do Pacifico (Pardachirus pavoninus) que, dependendo da
concentragdo possue uma variedade de atividades biologicas, inclusive uma atividade
micro bicida (Shai, 1994).
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Isso poderia demonstrar a ancestralidade dessas moléculas e a versatilidade de seus
dominios protéicos — inicialmente podem ter sido selecionadas no combate imediato a
invasores patogenos e, posteriormente, agindo de maneira integrada e sinérgica, no
recrutamento de células auxiliares no combate a esses patdgenos. Disso também resulta a

anterioridade a resposta humoral (Boman, 1996).

A dualidade fancional de blomoléculs € algo sabido e as propriedades cataliticas
dos tRNAs (ribozimas), nos “self-splicing mtrons” do grupo I, é um exemplo dessa
caracteristica e um provavel indicador de ancestralidade (Patthy, 1999b). H4 pouco tempo,
Ebens et al. (1996), mostrou que o HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter factor), um
polipeptidio ligante para o receptor c-Met (HGFr), nfo s6 é mitdgeno, como também
neurotrofico para neurdnios motor e fator essencial derivado do musculo para a manutengao

desses neurénios motor .

E razoavel pensar que, num periodo de explosio da diversidade protéica e biologica,
as biomoléculas fixariam caracteristicas multifuncionais - de integra¢do e comunicacgio
celular, bem como contribuiriam para a capacidade essencial das células se defenderem de
patogenos, em um ambiente hostil e de complexidade emergente. De fato, mecanismos de
defesa das células, em adigdo a outras fung¢des bioldgicas, parecem ter sido desempenhados,
nos primoérdios da evolugdo, pelas ribonucleases, que clivam os RNAs exdgenos
introduzidos por microorganismos invasores nas células hospedeiras, que poderiam ser
virus de RNA. Sucessivamente, diversas moléculas com propriedades enzinétiéas, como a
lisozima - que atua sobre a parede celular de bactérias Gram positivas, desempenharam,
conjuntamente, o papel no “patrulhamento” das células contra infecgdes por
microorganismos. A partir dai, durante o curso da evolucdo do sistema de defesa celular
inato, peptidios antibidticos tém sido selecionados, os quais agem sinergicamente com
outros polipeptidios — ou seus fragmentos -, tais como a lactoferritina, a hemoglobma e a
catepsina G (Elsbach, 1990; Parish et al., 2000).

Surpreendentemente, trechos ricos em ciseinas da ribonuclease se alhham, rdo sé
oa peptidios crotamina-simile, mas as outras citotoxinas de serpentes (e.g., PLA2) e d¢
insetos (Strydom, 1977), sugerindo uma pressdo evolutiva no emprego de dominios ricos
em cisteila que formam o-hélice ou [-sheet, alternadas por regides hidrofilicas e

hidrofdbicas, para a intera¢do com membranas.
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Crotamine YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG
Ribonuclease OAICBOGOVTICKNGOTNCYOSYSTMSITPCRET-GSSKVPNC. . ...
Figura 19. Alinhamento da ribonuclease pancreatica bovina € a crotamina de veneno de cascavel
Sul-Americana. De acordo com Strydom (1977).

Tais dominios estruturais permitem mimetizar diversos efeitos farmacolégicos e
patologicos que s3o relacionados com eventos relacionados as membranas. Notadamente,
regides citotoxicas comuns, nas quais anfipaticidade ou segmentos carregados alternados
por regides hidrofébicas sdo presentes, ja haviam sido também identificados entre peptidios
toxicos de répteis/serpentes (peptidios crotamina-simile, PLA,s miotoxicas e
cardiotoxinas), de anfibios (magainina — um peptidio antibidtico de Xenopus leavis) de
msetos (melitina de Apis mellifera) e de microorganismos (8-hemolisina, aerolisina)
(Manjunatha Kini & Evans, 1989). Na verdade, a anfipaticidade - um lado da molécula
hidrofobica e outra hidrofilica - ou segmerntos positivos alternados por regides hidrofobicas
de peptidios catibnicos farmacologicamente ativos constituem arranjos moleculares que
implicam uma interago membrana-especifica — notar que sé virus encapsulados sio
suceptiveis as defensinas (Epand et al., 1995; Shai, 1995, White et al., 1995; Blazyk et al,
2001). Os peptidios catidnicos foram selecionados de forma a atuarem sobre as membranas
celulares causando formagdo de poros, o que induz um potencial de agdo transiente devido
ao extravazamento de ions e, conseqiientemente, morte celular (Cociancich et al., 1993a;
Wimley et al., 1994).

Por outro lado, a convergéncia desse mecanismo de agdo - formagdo de poros e
potencial de agdo transiente, culmina com o aparecimento de outros peptidios catidnicos,
como os da familia da crotamina, que agem seletivamente em canais de sédio, aumentando
a condutdncia do potencial de agdo (decorrente do favorecimento do estado aberto do
canal), ou alterando o fluxo de ions calcio. Também, a convergéncia multifuncional deu
origem as corticostatinas, que constituem um grupo de peptidios defensina-simile,
antibidticos, que agem sobre canais de célcio, regulando o volume de enter6citos e que se
ligam especificamente a receptores para ACTH (MacLeod et al., 1991; Conlo & Sower,
1996; Bateman et al, 1996).
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Mesmo ndo compartilhando semelhanga na seqiiéncia primaria, peptidios como y-
tionina de plantas (Vernon, 1992), charybdotoxina de escorpido (Miller, 1995; Cestele &
Catterall, 2000), defensina de insetos (Conciancich et al., 1993), drosomicina (peptidio
antibi6tico de Drosophila) (Fehlbaum et al., 1994), entre outros, compartilham semelhanca
em suas esruturas tridimensionais - um dominio CSaf (cysteine stabilized ap) (Figura 20)
e possuem a capacidadede de formar poros na membrana (ag@o antibidtica) ou a
propriedade de agirem em canais nicos de Na*, K*, Ca*" ¢ CI' (Dimarcq et al, 1998; Froy
& Gurevitz, 1998).

Plant defensimn

Figura 20. Peptidos antibioticos e toxicos com motivos CSaf. Conforme extraido de Dimarcq et al. (1998). De
acordo com os autores, as coordenadas foram obtidas do Brookhaven Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb) e as estruturas desenhadas com o programa Swiss PDBviewer (http://www.expasy.ch).
Insect defensin, de insetos do género Phormia (accession number 11CA); charybdotoxin, do escorido do género
Leirus (2CRD); drosomycin, de Drosophila (IMYN); plant defensin , de plantas do género Raphanus (1AY]J).

Assim, o que se evidencia é fundamentalmente a capacidade desses peptidios,
principalmente catibnicos, com dominios de o-hélice e B-sheet, atuarem sobre a membrana
celular, alterando seu potencial, seja indiretamente — formag¢fio de poros, seja

especificamente sobre canais i6nicos.
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O fato de dominios estruturais protéicos similares serem utlizados para executar
diferentes fungGes ndo é novo e varios exemplos corroboram tal observagdo. Em relagio a
isso, recentemente, uma proteina de membrana envolvida no crescimento e remodelagem
Osseos, denominada Robo-1 (“Rodent Bone 1), que compatilha similaridade de seus
dominios protéicos com aqueles de uma familia de proteinas caracterizadas por elementos
de multiplas fungdes, tais como os ativadores de receptores da uroquinase-plasminogénio,
CD59, Ly-6 e fosfolipases A, de C. d. terrificus (Staton Noel et al., 1998). Em adigdo,
dominios do tipo “three-finger” sdo partes ndo s6 de toxinas de serpentes, mas também de
receptores celulares do tipo tirosina quinase, como o ActRII, os quais modulam, entre
outros processos celulares, a proliferacio e a diferenciagdo (Greenwald et al., 1999). E,
assim, concebido que a similaridade entre receptores ou seus dominios e toxinas indicariam
que esses mesmos dominios, com estruturas tridimensionais estaveis, sdo suceptives a
evolugdo, resultando em uma gama de proteinas efetoras e receptoras Alternativamente,
lynxl, um componente divergente da mesma familia do RoBol/Ly6, compartilhando alta
similaridade & superfamilia da a-bungarotoxina — uma neurotoxina da serpente Bungarus
multicinctus, mantém a mesma propriedade da toxina, isto é, age sobre receptores de
acetilcolina do tipo nicotinicos (nAChR), porém funciona como um modulador end6geno

da atividade do nAChR, em sistema nervoso central de mamiferos (Miwa et al., 1999).

Outro exemplo digno de nota compreende uma neurotoxina, a-latrotoxmna, do
veneno de aranhas vidva-negra (Latrodectus tredecimguttatus), que exerce seu efeito toxico
no sistema nervoso central de vertebrados, devido a exocitose macica e descontrolada de
neurotransmissores. A o-latrotoxina compartilha similaridade de seqiiéncia com peptidios
glucagon-simile (GLP-1, glucagon, polipeptidio vasoativo intestinal secretina, peptidio
ativador de adenilato ciclase da glandula pituitéria), os quais interagem com receptores
ligados a proteina G (Holz & Habener). Portanto, essa toxina ndo sé apresenta atividade
neurotdxica, mas também mostram atividade sobre o sistema enddcrino, estimulando a
exocitose de epinefrina ou de insulha das células pancreaticas. Esses exemplos
demonstram a grande versatilidade de dominios protéicos conservados e a alta capacidade

de interacdo e comunica¢do de moléculas que os possuem.
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Tomado como um todo, o presente trabalho vem indicar dois aspectos fundamentais
que caracterizam a mutifuncinalidade dos peptidios crotamina-defensima-simile: (1) devido
a organizacdo génica — introns relativamente longos, interrompendo alguns - de um a quatro
- c6dons N-terminais de uma seqiiéncia lider e flanqueando um segundo exon, hd uma
permissividade de evolugdo acelerada da por¢do matura do peptidio (restrita a um exon),
fornencendo a base evolutiva para a produ¢do de moléculas com um amplo espectro de
atividade, bem como a co-evolugio dessas moléculas peptidicas com seus alvos; (2) devido
a possibilidade de evolugdo acelerada de peptidios policatidnicos, em razio da organizagdo
génica, hd ndo s6 divergéncia de uma molécula ancestral comum — como atestado pela
evolugdo dos genes pardlogos crotasin/crotamina, mas também pela convergéncia evolutiva
de fungOes atribuidas a uma mesma molécula. No caso aqui discutido, tal convergéncia
evolutiva ¢ tipificada pela capacidade de modulagdo do potencial de membrana celular,
bem como pela capacidade de interferir com processos celulares de proliferacido e
diferenciacdo, ao nivel daquela estrutura celular. E tal capacidade é decorrente da

concentra¢do do peptidio no seu local de agéo.

CONCLUSOES 111

A produgdo de toxinas recombinantes, peptidios tdxicos de cascavel, requer um
ambiente (celular) favoravel para a formacdo correta das pontes dissulfeto. Utilizando
células procarioticas, como E. coli, a produgédo ¢ alta, entretanto 6 peptidio é desprovido de
atividade bioldgica, ainda que seja reconhecido pelo anticorpo especifico. Por outro lado, o
emprego de células eucaridticas, como P. methanolica, produz peptidios ativos, porém com
rendimento muito baixo.

Comparagdo de seqiiéncias peptidicas em bases de dados de proteina e de genes
podem fornecer algumas idéias sobre fungOes provaveis de peptidios ainda nio
descritos.No presente caso modulador de sinais quimicos — no controle da proliferagdo e da
diferenciacdo celulares, em eucariotos, ou no controle de proliferacio celular em
procariotos — atividade microbicida.

Ensaios de atividade antibiotica com os peptidios crotamina e crotasin indicam que
essas moléculas possuem a capacidade de controle da proliferagdo microbiana. Peptidios
sintéticos derivados dessas moléculas, com substitui¢Ges de alguns aminoacidos, permite
melhor a atividade microbicida (resisténcia a sal p.e.) ou aniquila completamente essa
atividade.
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Utilizagdo de testes sensives para a analise de citoxidade ou proliferagdo celular em
eucariotos, empregando células-tronco embriondrias de camundongo, indica que peptidios
catidnicos como a crotamina sdo citotdoxicos em com concentracdes da ordem de milimolar,
enquanto sdo capazes de induzir a diferenciagdo de complexos de EBs, quando expostos a
concentragdes micromolares.

A diferenciacdo de corpos embridides, induzida por crotamina, permite identificar
dois tipos celulares: precursores de células sangiiineas e células nervosas. A razdo disso
deve ser explorada em detalhes.

A propriedade multifuncional de peptidios catidnicos € um fato decorrente da
versatilidade dos seus dominios estruturais protéicos, que permitem a modulagdo de
potencial de membrana, quer seja formando poros na membrana (canais 16nicos
transitorios), quer seja agindo diretamente sobre canais. Formagéo de poros culmma com a
morte de células procaridticas e eucaridticas malignas, ao passo que a interagdo com canais
i0nicos ou receptores celulares modula a transmiss@o de impulsos nervosos € a transdugdo
de sinais, conectando diferentes tipos celulares.

A organizagdo génica de peptidios catidnicos toxicos - e de peptidios catidnicos
antibidticos-, permite nfo s6 a evoluclo acelerada da regido matura da molécula,
circunscrita ao exon II, dando origem a gene pardlogos, mas também permite que haja

evolugdo convergente de fungdes — como atestado aqui.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Tomado como um todo o presente trabalho apresenta o estudo de genes de
miotoxinas € um novo gene relacionado a esses de uma serpente brasikira, bem como
consideragdes evolutivas sobre a fungdo do produto desses genes.

A analise atenta nfo deixa dividas que os componentes moleculares agem de
maneira integrada, ndo sé por estabelecer conexdes individuais entre moléculas, mas
também pela propriedade intrinseca de multi-funcionalidade nas interagdes. A evolugdo
coordenada na diversificacdo dos genes de uma familia, em decorréncia da sua organizagio
génica, permite um aprimoramento do repertoério de moléculas farmacologicamente ativas,

para interveng¢des bioquimicas entre células, tecidos e organismos.
O mesmo sendo vélido para os componentes biolégicos no contexto ecoldgico, isto

¢, quanto maior a complexidade de interagdes moleculares, maior ¢ a complexidade na

cadeia de interagGes entre organismos.
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Essas inter-relagdes moleculares e biologicas sdo extremamente importantes na
composi¢do de veneno, desde que indica uma co-evolucdo entre moléculas efetoras
“toxicas” e receptores celulares e, consequentemente, entre presa e predador. Portanto,
uma visio global do estudo, poderia fornecer suporte, que contribuiria, em parte, para a
preservagido de espécies pertencentes a biodiversidade nacional. Pois s6 a partir do
momento que se conhece a complexidade genética e farmacologica dos organismos que
compdem os diferentes ambientes, se pode preservar a ambos — o complexo de organismos

€ 0 ambiente que os contém.

6. PERSPECTIVAS

Os peptidios catidnicos téxicos e antibidticos constituem superfamilias distintas,
mas com um “scaffold” basico de seis cisteinas dispostas em trés pontes dissulfetos
conservadas. Esse arranjo estrutural basico permite uma diversidade de moléculas similares
com multiplas fungdes, cuja a¢do converge para um mesmo nivel celular — a membrana
plasmatica.

Diversos grupos e companhias t€m expbrado a versatilidade nultifunconal dos
peptidios catidnicos para sintetizar diferentes oligopeptidios, por meio da variagdo dos
residuos de aminoacidos da estrutura basica. Tais modifica¢cdes moleculares da estrutura
original visam, entre outros aspectos, (i) ampliar ou modificar o espectro de agdo contra
micro organismos, (if) aumentar a tolerncia a sais, (Jif) diminuir a citotoxicidade contra
células normais e (iv) melhorar a capacidade de reconhecimento e¢ de controle da
proliferagio de células malignas (as membranas celulares de células malignas sfo
constitutivamente diferentes das células ndo transformadas). Isso tem sido conseguido com
relativo sucesso e centenas de patentes estdo depositadas no U. S. Patent Office
(http://www.uspto.gov).

M. Zasloff, quem isolou o primeiro peptidio antibidtico da pele de anfibio
(magainin — escudo, do hebraico) (Bevins & Zasloff, 1990), é o fundador da Magainin
Pharmaceuticals Inc, Plymouth Meeting, PA (http://www.genaera.com), empresa dedicada
ao desenvolvimento de medicamentos anti-tumor € contra infecgdes, a partir de peptidios e

produtos naturais.
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Os vérios oligopeptidios sob a patente US4774318 compartilham similaridade com
a familia da crotamina e das defensmas e, sdo derivados de peptidios de veneno de serpente

com atividade de deter a proliferagéo celular.

Em decorréncia a crescente resisténcia dos microorganismos patdégenos aos
antibidticos convencbnais, se faz necessara a busca de novos agentes microbridas —
lacuna que os peptidios catidnicos podem preencher, quer seja ped molécul original ou
seus derivados. Ndo menos importante é a busca de moléculas capazes de controlar a
atividade de receptores de tirosina quinase e, conseqiiéntemente o crescimento celular

descontrolado (Fazekas et al., 2001; Longati et al, 2001).

A partir dos resultados apresentados aqui, 0 que se pretende €, entre outros pontos:
(1) determinar a solugdo-estrutura da crotamina e crotasin, e atribuir as fungdes biologicas
aos dominios protéicos; (2) investigar profundamente as diversas fungdes da crotamina e do
crotasin sobre células procaridticas e células pluripotentes, bem como tumorogénicas; (3)
obter um niimero maior de derivados desses peptidios e testar para diferentes atividades,
tais como: antibidtica, inibidor de crescimento de tumor, fator tréfico; (4) isolar novas
estruturas do veneno e dos tecidos de serpentes com essas duas propriedades principais —
antibidtica ¢ moduladora da proliferagio e da diferenciacdo celulares; (5) pleitear a
propriedade intelectual das descobertas realizadas, através da investigagdo e produgdo

desses peptidios, bem com seus derivados sintéticos ou recombinantes.
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pMETo A MCS
Primer binding sites
o~factor secretion signal
Variable region

96

WLz gen

Multiple cloning site
V5 epitope
Polyhistidine tag
AUG1 Forward priming site
J
1081 TAGAAGTTTT ATTTAACATC AGTTTCAATT TACATCTTTA

1141

1200

1248

1296

1344

1362

1440

1494

1549

1597

1651

Version A
240914

GAATTAACTC AATCAAAACT TTTACGAAAA AAAAATCTTA

a-factor signal sequence

1
TTTATTAACG AAATCTTTAC

Sact

| |
CTATTAAGAG CTCAAA ATG
Met

AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC
Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe

GCA GCA TCC TCC GCA
Ala Ala Ser Ser Ala

TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT
Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp

GAA ACG GCA CAA ATT
Glu Thr Ala Gln Ile

CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA
Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu

GAA GGG GAT TTC GAT
Glu Gly Asp Phe Asp

GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT
Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn
a-factor Forward priming site

s 1

AAC GGG TTA TTG TTT
Asn Gly Leu Leu Phe

1 T
ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys

)(ilyo | Kex2 signal cleavage EcoR 1 Pmit
A 4 !

GAA GAA GGG GTA TCT
Glu Glu Gly Val Ser

Sfi Xma I* Barr,)H |

L 1 i Il
CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GC@] GAATTCACGT GGCCCAGCCG GCCGTGGATC

Leu Glu Lys Arg Glu AlajpgGlu Alaj

Ste 13 signal cleavage
Salll Sacil Noti/Xma IIl* Splel

1 |
CACGCGTCGT CGACCCGCGG CGGCCGCCAG CTTACTAGTA

1
AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG CGT ACC
Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr

VS5 epitope

r
GGT AAG CCT ATC CCT

Gly Lys Pro Ile Pro
Potyhistidine (6xHis) region

f
GGT CAT CAT CAC CAT
Gly His His His His

- 1
CAC CAT TGA TCTAG TATACAATTC TAGGGCTGCC TGTTTGGATA TTTTTATAAT

His His ***
AUG1 Reverse priming ste

I 1
TTTTGAGAGT TTGCCAACTA ATGTTTTTCT CTTCTATGAT

*The .¥ma 111 sites are unique to the polylinker

Boxed nucleotide indicates the variable region.

ATTTATCATG

Figura A.9.2. Sitio de clonagem do vetor pMeta A. Esse vetor foi usado para a expressio de
crotamina e crotasin em Pichia methanolica.
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10 Anti-Crotasin Blank
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Figura A.9.6. Titulagdo do anticorpo anti-crotasin desenvolvido em coelho. Um peptidio
sintético fot derivado de um segmento do crotasin e conjugado com KLH (ver métodos). A
preparagao do anticorpo foi feito comercialmente, de acordo com os métodos usuais. Amostras
de soro do coelho foram coletadas no dia 0, 23 e 34 da injego do antigeno e titulado com anti-
IgG de coelho-peroxidase (IgG-POD). A tabela indica os valores obtidos para uma diluig@o de
até 10° do anticorpo, referente ao ELISA que é mostrado ao lado.
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