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RESUMO 

o veneno de animais contém um arsenal de toxÍms que desencadeia respostas fisiológicas e 
bioquímicas específicas. A crotamina, um peptídb catiônico (4,4 kDa, pI 9,5), é um dos 
componentes mais abundantes do veneno de cascavel Sul Arrericana (Crotalus durissus 
terrificus). No Brasil, há populações de C d. terrificus que expressam ou não a crotamina 
no veneno. Em um único espécime de C d. terrificus crotamina-positivo, foram isolado s 
cDNAs precursores de duas isoformas de crotamina, dentre as quais a crotamina lle-19, 
presente somente no veneno de Cd. ruruima. Análise por Northem blot de RNA total e 
mensageiro de glândulas de Cd. terrificus crotamina-positivo e -negativo, indica que a 
expressão é defectiva em espécimes de cascavel crotamina-negativo. O gene da crotamina 
(Crt-pl) foi isolado e possui três exons interrompidos por dois introns de diferentes fàses e 
tamanhos. O exon I codifica a totalidade do peptídio sinal; o exon II codifica os três 
resíduos carboxi-terminais do peptídio sinal, bem como a maior parte da toxina madura; o 
terceiro exon codifica os resíduos terminais da toxina. Tentativa de identificar o 
pseudogene da crotamina, que indicaria a ausência de transcritos na glâmula de veneno, 
permitiu isolar um gene parálogo ao da crotamina, isto é o gene crotasin (Cts-p2). Esse 
gene apresenta a mesma organização estrutural do gene da crotamina, contudo, o intron I é 
cerca de 800 pares de base mais longo e o exon II é hipermutado. Esse gene é expresso em 
diferentes tecidos de cascavel, majoritariamente no pâncreas, mas insignificantemente nas 
glândulas 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 
duplicação gênica, bem como da evolução acelerada que operou restritivamente ao exon lI. 
Buscando as funções do produto desse gene nos tecidos de cascavel, por alinhamento de 
domínios protéicos e outras famílias de peptídios de vertebrados, duas categorias foram 
encontradas: peptídios catiônicos antibióticos (p-defensinas) e domínios ricos em cisteína 
de receptores de fator de crescimento. Testes antibióticos indicam que o crotasin, a 
crotamina e oligopeptídios derivados sintéticos possuem certa atividade microbicida 
seletiva. Por outro lado, ensaios com células-tronco embrionárias de camundongo e 
crotamina de veneno mostram que a crotamina é citotóxica em concentrações milimolares, 
mas induz a diferenciação dos corpos emlrionários, em concentrações micromolares. Esses 
achados demonstram a multi-funcionalidade de peptídios catiônicos, com três pontes de 
cisteína precisamente arranjadas, é decorrente da versatilidade dos domínios protéicos 
anfipáticos, que permitem interação com a membrana plasmática, modulamo canais 
iônicos e receptores celulares. 



1. INTRODUÇÃO 

1.1. As Serpentes. Alguns aspectos de sua História Natural 

As serpentes constituem um grupo de répteis bem sucedido, em termos de história 

evolutiva. Enquanto há aproximadamente 3000 espécies de serpentes, que conquistaram 

diversos territórios, como rios, mares, deserto s, florestas úmidas tropicais e su1::tropicais, só 

há em tomo de 20 espécies de crocodilianos e aproximadamente 300 de tartarugas. As 

serpentes, variando de alguns centítretros até 1 O metros de compri:rrento, habitam todos os 

continentes (exceto Antártida), em latitudes e altitudes muito distintas, como ao redor do 

Ártico até a Patagônia; do Himalaia às águas marinhas rasas. Esse sucesso evolutivo é 

atribuído, em parte, à ausência de patas - fato que permitiu que esses répteis ganhassem os 

diferentes ambientes. Porém, de maior significância, seria a capacidade de engolir de uma 

só vez suas presas e ao desenvolvimento do sistema de inoculação de veneno para 

imobilização da presa e/ou defesa (Bauchot, 1994). 

Ao traçar a origem das serpentes, pode-se verificar que remonta uma ligação 

evolutiva com os lagartos. A história dos répteis começa ao redor de 330 a 340 milhões de 

anos atrás (mya), no período do baixo Carbonífero. Desse período, é proveniente o mais 

antigo fóssil classificado como réptil, com um crânio do tipo anapsídio, como os de 

tartaruga. Os Anapsídios deram origem a dois grupos maiores de répteis: os sinapsilios e os 

diapsídios. Os primeiros deram origem aos mamíferos e os seguintes deram origem aos 

ancestrais das serpentes. Os diapsídios se separaram em Archosauros (dinossauros e 

pterossauro s, e atualmente, crocodilianos e pássaros) e Lepidosauromorfos (plesiossauros, 

ichtiossauros e placossauros e lepidossauros). 

Na fauna atual, lagartos, cobras-cegas, e serpentes são três grupos de répteis que 

pertencem ao grupo dos Lepidossauros, que constituem a ordem dos Squamatas (do latim, 

escamas). 

É consenso que as serpentes evoluíram dos lagartos de corpos alongados e sem 

patas, como as cobras cegas (Amphisbaena sp.), cujos parentes mais próximos (dragão de 

Komodo, e o monstro Gila - Heloderma suspectum, um dos do~ únicos lagartos venenosos) 

estão dentro da família Varanoidea. 
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A seguir, é assinalado o aparecimento de algumas famílias de serpentes, de acordo com a 

era geológica em que surgiram (conforme extraído de Bauchout, 1994). 

• Madtsoidae ~85 mya (Cretáceo) 

• Anilidae ~ 72 mya (Cretáceo) 

• Boidae ~72 mya (Cretáceo) 

• Tropidophidae ~72 mya (Cretáceo) 

.Co lubridae ~O mya (Eoceno) 

• Viperidae ~24 mya (Mioceno) 

• Elapidae ~20 mya (Mioceno) 

Vale lerrbrar que: (i) a família dos Madtsoidae surgiu a 85 m)ll, mas :lDi 

recentemente extinta (numa data indetermnada do Quaternário); (ii) durante a transição do 

Cretáceo para o Terciário (~65 mya), os dinossauros e outros animais foram extintos, mas 

não 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 mamíferos de 220-205 mya e o homem moderno (Homo sapiens sapiens) de 90 

000 anos atrás. 

o esquema a seguir apresenta um panorama da atual c1assif:cação das serpentes 

dentro do subfilo dos vertebrados (Bauchot, 1994; Greene, 1997; The EMBL Reptile 

Database - http://www.embl-heidelrerg.de/~uetzJdb-info): 

Filo Olordata 
Clas se R ept ilia 

Subc1asse Anapsidida 
Subc1asse Archosauria 
Subc1asse Lepidosauria 

Ordem Squamata 
Sub ordem Sauria (Lacertília) 
Subordem Amphisbaenia 
Sub ordem Ophidiae (Serpentes) 

Superfam. Typhlopoidea (Scolecophidia) 
Família Anomalepidae (cobras-cegas albas) 
Família Typhbpidae (cobras-cegas) 
Família Leptotyphlopidae'Glauconiidae (cobras-cegas diminutas) 



Superfam. Henophidia (Boidea) 
Família AniliidaelIlysüdae (cobras cilíndricas) 
Família Anomochilidae (cobras cilíndricas dinllnutas) 
Família Boidae Gibóias e boas) 
Família Bolyeridae Gibóias insulares - Round Island) 
Família Cylindrophiidae (cobras cilíndricas Asiáticas) 
Família Loxocemidae (jibóia Mexicana) 
Família Tropidophiidae (cobra-madeira, Round Island "Boas li) 
Família Uropeltidae (Shie1d-tail Snakes) 
Família Xenopeltidae (Sunbeam Snakes) 

Superfam. Xenophidia (Colubroidea = Caenophidia) 
Família Acrochordidae (File Snakes) 
Família Atractaspididae (vípera africana) 
Família Colubridae (colubridios) 
Família Elapidae (cobras, kraits, cobra coral) 
Família HydrophiXlae (cobras-marinhas) 
Família Viperidae (víperas e cascavéis) 
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Então, na subordem Ophidia, duas superfamílias de serpentes existem: a 

Scoleophidia e Alethinophidia. 

Distintivamente, os membros da superfamília dos Scoleophidia (do grego, scolex = 

verme e ophidian = serpente) se caracterizam pela falta de diferenciação do formato da 

cabeça em relação ao corpo, deficiência visual e ausên::ia de uma e&;ama especializada que 

cobre os olhos, pelas mandíhIlas ligadas e por apresentarem pélvis vestigiais que nem 

sempre são visíveis e que são sinais de ligação com vertebrados tetrápodes. Três famílias 

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

( cobras-cegas) e LeptotyphlopidaelGlauconiidae (cobras-cegas diminutas). 

Já na grande superfamíla Alethinophidia (alethino = verdadeiro e ophidim = 

serpente), as serpentes se caracterizam por possuírem a cabeça rem direrenciada do tronco, 

o crânio ser pro-cinético (a área da boca é móvel), os olhos seremcobertos por uma escama 

especializada e a habilidade de engolir suas presas de uma Úllca vez. Nessa superfamiia 

estaria compreendedida, sob a mesma cha~ dicotômica, os membros das farrílRs 

Aniliidae, Boidae, Acrochordidae e Colubroidae, entre as outras descritas. 

Porém o EMBL Reptile Database c1assfica em duas superfamílas (ver esquema 

c1assificatório acima): a superfanília Henophidia (Boidea) e a Xenophilia (Colubroidea = 

Caenophidia). 
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De qualquer modo, a superfamília Colubroidea compreende 85 % de todas as 

serpentes existentes atualmente. Anteriormente denominada Caenophidia, essa última 

superfamilia incorpora, assim, as famílias Acrochordidae, Atractaspididae, Colubridae, 

Elap idae , Hydrophiilae e Viperidae. 

A relação abaixo apresenta o número de espécies de serpentes viventes de cada 

família (extraído de The EMBL Reptile Database): 

Atractaspididae 
Acrochordidae 
Colubridae 
Elapidae 
Anilüdae 
AnOIlDchilidae 
Boidea (+ Phytonidae) 
Bolyeridae 
Cylindrophüdae 
Loxocemidae 
Tropidophiidae 
Uropeltidae 

. Xenopeltidae 
Hydrophidae 
Anomalepidae 
Leptotyphlopidae 
Typhlopidae 
Viperidae 

67 
3 

1800 
248 

1 
2 

71 
2 

10 
1 

23 
47 
2 

61 
16 
90 

226 
240 

As serpentes são também dividilas em quatro categorias não taxonômicas, baseadas 

na dentição e a adaptação morfológica dessa dentição para a liberação e iroculação do 

veneno. Tais categorias compreendem: 

Serpentes ágifas: os dentes não são modificados para liberação do veneno. Compreendem 

serpentes da família Colubridae, genuinamente não venenosa e aquelas que 

produzem secreção salivar tóxica, onde o veneno é introduzido na cicatriz criada 

pela mordida. Dificihnente causam acnentes para o homem; 
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Serpentes opistóglifas: também da família Colubridae, os dentes posteriores sofreram 

modifICações, no curso da evolução, de modo que foi possível aumentar a eficiência 

de inoculação do veneno, através de canais superfICiais; 

Serpentes proteróglifas: compreendem serpentes da família Elapidae e Hidrophiidae. 

Invariavehnente, todo s as espécies dessas fàmílias são perigosas ao homem. A 

dentição foi modificada de tal modo, que várias espécies do gênero Naja possuem a 

capacidade de ejetar o veneno à distância. 

Serpentes solenóglifas: incluem serpentes da família Astractaspididae, Viperidae e 

Crotalidae. As solenóglifas possuem presas frontais ocas, sobre uma maxila rotátil, 

permitindo que essas sejam dobráveis quando não estão em uso (antes do bote). Do 

ponto de vista evolutivo, é o sistema de iroculação mais sofisticado, não só em 

termos da morfologia do sistema de uyeção do veneno na presa, mas também da 

composição do veneno. 

Este panorama, sobre a história natural das serpentes, mostra o complexo quadro 

evolutivo e classificatório desses répteis. FósseB-chaves dos ancestrais das serpentes, 

esclarecedores para traçar sua história, são muito raros, o que tem tomado o quebra-cabeça 

de sua divergência e adaptações indefintivamente estabelecilos, quanto tantos outros 

intrigantes aspectos de sua dispersão. 

Como esse trabalho tem como um dos objetos de estudo a evolução molecularde 

uma toxina presente no veneno de cascavel Sul americana (C. d. terrificus), será 

comentado, um pouco mais, sobre o gênero Crotalus da família Viperidae. Detalhes sobre 

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

1.2. Gênero Crotalus (Repitila: Squamata: Ophidia: Alethinophidian: Colubroidae: 

Viperidae: Crotalinae) 

A família Viperidae inclue todas as serpentes solenóglifas, com exceção dos 

Astractaspidíos. Compreende as subfamílias Azemiopinae - a mais primitiva das víperas, 

Viperinae e Crotalinae. Na subfamília Viperinae estão os dez gêneros de víperas que vivem 

na Europa e África. 
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A subfamília Crotalinae difere dos outros Viperídeos pela presença do órgão termo

sensitivo em ambos os lados da cabeça, entre os olhos e os nostril, bem como uma estrutura 

caudal- o guizo. Esses receptores termo-sensíveE são capazes de detectar objetos que são 

mais quentes que o ambiente, numa variação de temperatura inferior a 0,003 oCo O gênero 

Crotalus pertence a essa última mmília e é composto de vinte e oito espécies, as quais são 

encontradas somente no novo mundo (do Sul do Canadá à Argentina Central) e com grande 

número de subespécies. Embora a maioria das espécies habite as regiões áridas, como 

cerrados, caatingas, desertos e savanas, algumas espécies podem ser encontradas em 

regiões pantanosas e de florestas (Campbell & Lamar, 1989). As serpentes do gênero 

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 presença de um guizo ao final da cauda toma os espécimes desse 

grupo de répteis inconfundíveis (do Espanhol, cascabeles = chocafuo). A coloração destas 

serpentes freqüentemente mitretiza as do ambiente em que vivem apresentando, em geral, 

tons de marrom, cinza, verde, vermelh:>, rosa ou amarelo. 

1.3. Espécie Crotalus durissus 

Crotalus durissus é a espécie mais amplamente distribuída, ocorrendo desde o sul 

do Istmo de Tehuantepec no México (América Central) até a região norte da Argentina 

(América do sul). No México e Arrerica Central, C. durissus, ocorre desde o sudoeste de 

Michoacán até Honduras e Nicarágua. Na América do Sul, espécies de C. durissus ocorrem 

em todos os países com exceção do Equador e Chile. Esta espécie é gerahrente encontrada 

a 700 metros do nível do mar, mas algumas populações podem ser observadas em 

elevações de 1500 a 2200 rretros. 

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 e C. d. terrificus (Campbell & Lamar, 1989). Das 

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



F.~ :1,; .:,:, t.J i/i.1l lp , (~ l l r i"-5US h' ]'~ifi : ~ ; ~,_ H,-i; CLm, :'>:iC í'; ':./n :Jr;lyd 
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Figura 1. Subespécies de Crotalus durissus que habitam o território Brasileiro. 
Distribuição: C.d .terrificus, encontrados em Minas Gerais, São Paulo, Santa Catarina, Paraná, Rio 
Grande do Sul e Mato Grosso do Sul; C. d. collilineatus, em Mato Grosso, Goiás, Minas Gerais, São 
Paulo e Sul do país; C. d. cascavel/a, em regiões secas do Nordeste do país e extremo Nordeste de 
Minas Gerais; C. d. ruruima, na região do cerrado Roraima; C. d. marajoensis, que não está 
representado aqui, nos campos da Ilha de Marajó. Extraído de Campbell & Lamar, 1989. 
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1.4. Composição do veneno de serpentes 

A inoculação parenteral de venenos constitui uma das estratégias de subjugar a 

presa para a alimentação desenvolvido por algumas famílias de serpentes ao longo da 

evolução, em adição à constricção e ao abocanhamento sem subjugação - mais primitivas. 

Também a inoculação de veneno constituiu uma estratégia de defesa, quando a retirada sem 

ameaça da própria serpente não é possível. 

Das dezoito famílias existentes, somente quatro apresentam espécies que produzem 

secreções tóxicas: Atractaspidae, Colubridae, Elapidae e Viperidae. 

o veneno é produzido em glânduhs especializadas, que parecem ser 

embriologcamente relacionadas com as glândulas 1Xllivares e o pâncreas. No caso dos 

espécimes da timília Vipemea - Viperinae e Crotalime, a glândula de veneno (Figura 2) é 

ligeiramente triangular e possui um grande lúmen onde o veneno (secreção tóxica) ~ 

armazenado. Em adição, a glândula de '.eneno apresenta uma glânduh globular aces:;ória 

associada, que circunda a terminação do duto de veneno. Já o duto de veneno secundário 

conecta o lúmen da glânduh acessória a uma bolsa firmada pela bairha que envolve as 

presas (Kochva & Gans, 1966). Sendo assim, o sistema noculador de veneo dos Viperídios 

solenóglifos, semelhante a uma injeção e com presas ocas em formas de agulha, é o mais 

eficiente em termos de velocidade de i:qjeção, bem como de quantidade de veneno injetada 

(Meier & Stocker, 1995). 

A B 

~~".. 

Figura 2. A - presa solenógli:/à de espécime jovem de Botrhops atrox; B - corte sagital de 
uma glândula de veneno de Viperidios. V g, glândula de veneno; li, lúmen; ag; glâniula 
acessória; (extraído de Kochva & Gans, 1966). 
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Os venenos de serpentes são os fluídos corpóreos mais concentrados, produzidos 

pelos vertebrados. Enquanto o conteúdo sólido da saliva fica em tomo de 0,1 a 1,0%, O do 

suco gástrico de 0,5 - 0,8%, o pancreático de 0,4 -1,0%, o de veneno alcança de 16 a 52%. 

Menos de 10% do material sólido não é proteína. 

A concentração protéica no veneno aumerta de 15%, nos primeiros dias após a 

extração, a 30%, após 30 dias da extração. Contudo, idade, espécie, hidratação e 

alimmtação, influem na produção. 

A composição dos venenos e o seu conteúdo tóxico variam de acordo com espécie e 

distribuição geográfica. Essa varil.bilidade é também verifcada no veneno de uma mesma 

espécie (variação ntra-específK:a). É sugerido que a disponibildade de determinadas 

presas, de acordo com a biogeografia, sem responsável peh variabilidade do veneno 

(Daltry et aI., 1996). 

Os componentes protéicos do veneno incluem constituintes enzimáticos e não 

enzimáticos. Constituintes outro s que proteínas, que contribuem para a toxicidade dos 

venenos são, de um modo geral: ácidos graxos e fusfolipídios; açúcares livres, de 

glicoproteínas; FMN, como co-fator de L-amino oxidase - responsáveis pela coloração 

amarela de alguns venenos; nucleosídios e nucleotídios, particularmente ADP; aminoácidos 

livres, provenientes da autólise do veneno, da ativação de toxinas ou da degradação de 

células secretoras; aminas biógenas, incluindo histamina, serotonina, bufotenina e N

metiltriptofano; catecolaminas, tais como epinefrina, norepinefrina e dopamina; 

·1 1·' '1· - '1· N + K+ C 2+ M 2+ eu2+ Mn2+ O acetl co ma; tons meta lCOS e nao-meta lCOS como a, , a, g, , . s 

componentes farmacologicamente ativos mais importantes dos venenos compreendem os 

polipeptídios enzimáticos e não enzimáticos. Alguns são de distribuição geral no veneno de 

várias famílias de serpentes, enquanto outros são restritos a um tipo de veneno, 

caracterizando os sintomas do envenenamentro por determinadas espécies de serpentes. As 

enzimas de natureza proteolítica contribuem para o dano tecidual e digestão da presa. Por 

outro lado, (poli-)peptídios que afetam a circulação sangüínea e movimento s musculares 

(respiratório e motores) são mais eficientes na irrobilização da presa e de especial interesse 

na busca de compostos líderes na descoberta de novas drogas. 
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Diversos exemplos de oxiredutases, transferases, hidrolases, l:iases são encontrados, 

em quantidades variadas, em todas espécies de serpentes venenosas ou restritas aos venenos 

de Elapidíos e/ou Viperídios (Sarkar & Devi, 1959; Meier & Stocker, 1995). Até o 

momento, nos venenos de serpentes têm sido encontrados polipeptídios que agem sobre 

diferentes alvos celulares e com os mais variados modos de ação bi>lógica (Sarkar & Dev~ 

1959). Esse arsenal de polipeptídios farmacologicamente ativos permite, evidentemente, 

uma maior toxicidade dos venenos em relação aos componentes isolados que os comtitui. 

Já descritos se encontram: (a) toxinas de ação local (miotoxinas de baixo peso molecular, 

miotoxinas com ativiadade de PLk e hemorr aginas) (Ownby, 1990; Manjuna tha Kini, 

1997); (b) toxinas que afetam o sistema nervoso por interação com a rrembrana pré

sináptica e pós-sináptica ou canais iônicos (Mebs & Hucho, 1990, Chiappinelli, 1993; 

Harvey et aI., 1993); (c) componentes cardiotóxicos (cardiotoxina de Elapídios e 

sarafotoxinas de Astractaspis) (Bdolah et ai., 1991; Kochva et aI., 1993); (d) toxinas que 

afetam o sistema cardiovascular (Marsh & Whaler, 1978; Komalik, 1991), tais como (1) 

pressão sangüinea, (2) parede vascular (3) células endoteliais; (4) plaquetas; (5) ativação da 

protrombina; (6) o fibrinogênio; (7) proteína C; (8) antitrombina IH. 

Há ainda, componentes protéicos, não tóxicos com variadas ações biológicas que 

não estão compreendidos nas classes acima. Por exemplo, lectinas (Carvalho et aI., 1998), 

fatores de crescimento de nervo, NGF (Kostiza & Meier, 1996; Lipps, 1998), inibidores de 

fosfolipase (Fortes et aI., 1994; Perales et aI., 1995), inibidores de adesão de plaquetas 

(Zhou et aI., 1996; Liu et aI., 1997) e componentes que afetam o sistema complemento 

(Vogt, 1991). 

1.5. Constituintes do veneno de Crotalus durissus 

Em adição, aos componentes amplamente encontrados no veneno de diferentes 

espécies, as toxinas que ocorrem prepoderantemente no veneno de Crotalus durissus, são 

assinaladas, a seguir. 

• Crotoxina - uma neurotoxina com duas subunidades, que atuam 

sinergicarrente: uma subunidade básica (Crotoxina B), com atividade 

fosfolipásica A2 e uma subunidade ácida (Crotoxina A ou Crotapotina), não 

tóxica. Sua atividade neurotóxica é exercida, pré-sinapticarrente, através do 

bloqueio da transmisSlo neuromuscular, alterando a liberação de 

acetilcolina. 
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Também, tem silo demonstrado que a crotoxina impede a recaptação de 3H_ 

colina, contribuindo para o bloqueio da neurotransmissão (Slotta and 

Fraenkel-Conrat, 1938; Chang and Lee, 1977; Hagwood and Santana de Sá, 

1979, Kattah et aI., 2000). Ambas subunilades foram clonadas e 

sequênciadas (Bouchier et aI., 1988; 1991). 

• Convulxina (CVX) - uma glicoproteína que consiste de duas subunidades 

(a e P), ligadas por pontes dissulfeto, formando uma estrutura hexamérica. A 

convulxina é um potente agregador de plaquetas, que se liga aos receptores 

plaquetários para colágeno (glicoproteína VI, GPVI). Tem sido demonstrado 

que peptídios derivados do colágeno impede a ligação de CVX, conjugada 

ao corante fluorescente FITC, ao receptor GPVI. Portanto, a atividade de 

CV:X: tem implicações no quadro pato lógico de trombose (Brazil, 1972; Lee 

1972; Seki et aI., 1980; Prado-Franceschi & Vital-Brazil, 1981; Niedergang 

et aI., 2000). Os cDNAs das duas suhmidades da convulxina foram clonadas 

(Leduc & Bon, 1998) 

• Girotoxina - também urm glicoproteína, porém com ativilade enzimática 

do tipo trombina e esterase. Injeção intravenosa (i.v.) em camundongo induz 

episódios temporários de rotação ao redor do eixo axial do corpo. Três 

outras toxinas trombina-símile são descritas em serpentes da família 

Crotalinae: crotalase de Crotalus adamanteus (cascavel diarmnte); ancrod 

de Agkistrodon rhodostoma (vípera Malaia); enzima trombina-símile de C. 

durissus durissus (cascavel da América Central). Acredita-se que essas 

enzimas liberem peptídios neuromoduladores de precursores endógenos 

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

• Peptídios hipotensores - da biblioteca de cDNA de glândula de veneno de 

C. durissus terrificus, espécime 9706, foram isolados isoformas de dois 

precursores de peptídios da família dos potenciadores da bradicinina (BPP) e 

dos peptidios natriuréticos do tipo C (GenBank n° de acesso AF308593 e 

AF308594) (dados não publi:ados). 
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Fator de crescimento de nervos (NGF) - um cDNA do precursor de NGF foi 

também iso lado da biblioteca de glândula de veneno de C. durissus terrificus, 

espécirre 9706 (GenBank nO de ace!So AF306533) (dados não publicados). 

Toxina analgésica - Giorgi et aI. (1993) descobriu um futor analgésico no 

veneno de Crotalus durissus terrificus. Administração subcutânea (s.c.), 

intraperitoneal (i.p.) ou oral (p.o) desse fator de peso molecular aparente de 3 

kDa, mostrou um efeito antinociceptivo, que é abolido por tratamento com 

tripsina. Demonstração que morfma aumenta o efeito analgésico e naloxano 

antagoniza, sugere um mecanismo de ação similar ao da endorfina. 

Crotamina, um peptídio tóxico (~5 kDa) que aumenta a corrente de sódio em 

células mu~ulares e que causa mionecrose local. É discutida abaixo em 

detalhes. 

1.6. A toxina Crotamina 

A crotamina foi a primeira miotoxina básica a ser isolada do veneno de cascavel Sul 

- Americana, Crotalus durissus terrificus (Gonçalves e Vieira, 1950, 1956). É um dos 

componentes mais abw:rlantes do veneno de cascavel Sul-Americana (Crotalus durissus 

terriflcus) - o veneno bruto rende aproximadamente 10% de crotamina, por peso seco. A 

crotamina é um polipeptídio básico pequeno (PM 4400, pI 9,5), conectado por três pontes 

dissulfetos. A seqüência polipeptídica 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 (Ownbyet aI., 1976, Fox et aI., 1979). Outras 

miotoxinas furam isoladas de diferentes espécies de serpentes do gênero Crotalus e visto 

compartilhar alta similaridade com a crotamina, constituirrlo uma família. São essas as 

miotoxinas I e II de C. viridis concolor (Bieber et al, 1987; Engle et al, 1983), o peptídio 

C de C. viridis helleri (Maeda et aI., 1978) e a CAM-toxina de C. adamanteus (Samejima et 

aI., 1987). Na figura 3 é apresentada a família dos peptídios tóxicos crotamina-símile de 

várias cascavéis do continente Americano. 

Várias isoformas de niotoxinas têm sido observadas em pool de venenos e, 

também, no venero de um único espécirre adulto de Crotalus (Mebs e Kornarlik, 1984; 

Bobber et aI., 1988; Griffin& Aird, 1990; Aird et aI., 1991). 
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Figura 3. Família das miotoxinas crotamina-símile. O alinhamento foi feito com o programa 
CLUSTAL, usando a tabela de substituição PAM 150. O cladograma foi feito pelo método do 
Neighbor-joining. Crotamina, C. d. terrtficus (Laure, 1975); crotamina Ile-19, C. d. runlima (dos 
Santos et al., 1993); miotoxina-a, de C. viridis viridis (Fox et aI., 1979); miotoxina 2 e 3/S12909, 
Crota/us adamanteus (Samejima et al., 1987); miotoxina I e 11, de C. virirdis conc%r (Bieber et aI., 
1987); peptidio C, C. viridis helleri (Maeda et al., 1978). Os resíduos de aminoácidos que diferem da 
crotamina estão destacados em negri to. 

Ainda que os peptídios crotamina-símiLe são amplarrente distribuídos entre as 

espécies de serpentes do gênero Crotalus, a presença dessas miotoxinas 00 veneno varia de 

acordo com a região geográfica em que uma determinada espécie ou subespécie habita 

(Schenberg, 1959a; 1959b; Aird, 1985; Straight et aI., 1991; Nedelkov & Bieber, 1997; 

Santoro et aI., 1999). 
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A crotamina causa, quando injetada intraperitonealmente, rápida paralisia (num 

tempo inferior a 15mm) das patas traseiras de camundongo - um efeito típico dessa toxina. 

Dificuldade em respirar e rigidez muscular são também produzida, sugerindo uma ação 

veratrina-símile (Gonçalves, 1956). Em nível molecular e celular, a crotamina induz um 

aumenta da corrente de sódio voltagem-dependente (mediado por canais de Na) por 

despolarização acentuada (redução do potencial de repouso) da membrana dos miócitos das 

fibras musculares, junto às placas motoras - um mecanismo que é prevenido pela 

tetrodotoxina (TTX) (Hong and Chang, 1985; Brazil and Fontana, 1993, Matavel et aI., 

1998). Conseqüentemente, o influxo maciço de íons sódio causa dilatação do retículo 

sarcoplasmáticos dos miócitos e indução lenta de mionecrose restrita às células dos 

músculos esqueléticos (Ownby, 1998). Esse mecanisIro, pelo qual a crotamina exerce sua 

toxicidade, é similar ao da miotoxina-a, mais extensivamente estudada (Cameron and Tu, 

1978; Fletcher et ai, 1996, Bieber & Nedelkov, 1997). Porém, a mitoxina-a, que difere de 

somente três resíduos de aminoácidos, causa aumento da concentração de íons cálcio no 

espaço miofibrilar (e contração do músculo). O aumento da concentração desse íon se daría 

pela interação da toxina com a enzima Ca2+ -A TPase do retículo sarcoplasmático -

impedindo a recaptação, ou através da indução da liberação de cálcio dos estoques 

intracelulares mmtidos pela proteína calsequestrina, pela interação com uma proteína 

regulatória associada à calsequestrina ou, ainda, interagindo com receptores de rianodina 

(Utaisincharoen, 1991; Furukawa et aI., 1994; Okhura et aI., 1994; 1995; Yudkowisky, 

1994; Hirata et aI., 1999). Ainda que um panorama geral sobre os alvos celulares da 

crotamina e miotoxin-a tenha sido delineado, não está completamente definido se há uma 

especificidade de ação para essas toxinas, isto é, se a interação da crotamina com canais de 

Na+ ou da mio toxina a com o estoque de Ca2+ é devido aos diferentes resíduos de amino 

ácidos que compõem as duas toxinas, porém levando ao mesmo efeito final - paralisia 

muscular imediata e mionecrose tardia. 
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1. 7. Emprego das toxinas de veneno de serpentes na medicina 

O mais velho relato do envenenamento humano por serpentes é registrado em 

papiro do antigo Egito, datando de 1600 a.C. (Hearst MedicaI 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 

considerações sobre o emprego do veneno de serpentes em medicina. Entretanto, somente 

no séc. XVI o veneno de serpente começou a ser tratado como matéria científlCa - no 

conceito ocidental, por Jacques Grevin (1568) (Devi, 1959). 

Desde então, vários componentes tóxicos de veneno de serpentes serviram como 

modelo para o desenvolviIrento de novas drogas ou têm sido usados como ferramenta 

biológica ou mesmo em terapia (Stocker, 1990; Harvey, 1993, Ohi211mi, 1997). 

Entretanto, dois exemplos são dignos de nota. Um deles, constituindo um dos 

maiores sucessos na busca de produtos naturais para uso farmacêutico, é o caso do 

desenvo lvimento do anti -hipertensivo Captopril, que se deu nos laboratórios do Squibb 

Institute for MedicaI Research, USA. Esse teve como substância protótipo peptídios 

hipotensores, BPPs (bradikinin-potentiating peptides), do veneno de jararaca (Bothrops 

jararaca: Crotalidae), a partir do qual diversos análogos, inibidores da enzima conversora 

da angiotensina I (ACE) - uma carboxipeptidase, foram sintetizados e um deles, o 

captopril,- bem sucedido no controle da hipertensão arterial (Ferreira & Rocha e Silva, 

1965; Ferreira et ai., 1970; Cushrmn et ai., 1982; Ferreira, 1994; Opie & Kowolik, 1995; 

Cushman & Ondetti, 1999; Ferreira, 2000). Outro exemplo importante é o emprego de u

bungarotoxina para quantificar a distribuição de receptores colinérgicos em doenças como a 

myasthenia gravis (Tsujibata et ai., 1980; 2001). Aquela é uma u-neurotoxina longa, 

isolada do veneno de Bungarus multicinctus, que interage quase irreversivelmente com 

receptors nicotínicos de acetilcolina (nAchR) das junções neuromusculares (Chang & Lee, 

1963). A toxina é, portanto, um inibidor competitivo da acetilcolina e induz no animal um 

quadro de distúrbio motor (bloqueio da transmissão neuro-muscular) semehante ao de 

pacientes miastênicos (Kennel et ai., 1993). 
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2. OBJETIVOS 

Tendo em vista que há várias isoformas de uma mesrm toxina no veneno de um 

único espéc:lIre de serpente, que há variação intra-específica da composição do veneno de 

. serpentes, que há duas populações de C durissus terrificus que expressam ou não a 

crotamina no veneno e que há uma certa complexidade no mecanismo de ação da 

crotamina, os seguintes objetivos foram inicialmente propostos: 

Construir bibliotecas de cDNA das glândulas de venero e de bibliotecas genômicas 

de C durissus terrificus crotamina-positivo e crotamina-negativo, para acessar os 

transcritos expressos na glândula de venero, bem como dos genes tóxicos dessas 

serpentes; 

Isolar os cDNAs precursores da crotamina a partir da biblioteca de cDNA e 

verificar se esses precursores são expressos em glândulas de espécimes de cascavéis 

crotamina-negativos; 

Isolar, identif1Car e analisar o(s) gene(s) da crotamina de C d. terrificus crotamina

positivo e do gene/pseudogene correspondente em espécirre de cascavel crotamina

negativo; 

Analisar a função dos produtos dos cDNAs precursores da crotamina isolados, 

através da preparação de toxinas recombinantes e peptídios sintéticos derivados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Obtenção dos espécimes de serpentes C. d. terrificus e excisão dos tecidos 

Espécimes de cascavéis Sul-americanas (Crotalus durissus terrificus) crotamina

positivo e crotamina-negativo foram obtidos do Laboratório de Herpetologia, do Instituto 

Butantan, São Paulo, Brasil. Os animais ruram capturados em localidades bem demarcadas 

da região sudeste e centro-oeste. A tabela 1 relaciona o local de captura dos espécimes, o 

número de registro atribuído a cada um e o fenótipo em relação a crotamina. 

Tabela 1. 
Espécimes de C. durissus terrificus catalogadas de acordo com a localidade e a 
presença 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 São Luís do Paraitinga - SP negativo 

C.d.t. 9315-2 São Luís do Praitinga - SP negativo 

C. d. t. 9705 Martinópolis - SP positivo 

C.d.t.9706 Martinópolis - SP positivo 

C. d. t. 001 Campo Mourão - PR positivo 

C.d.t. 002 Campo Mourão - PR positivo 

C.d.t. 00081 Machado -MG negativo . 

C. d. t. 00083 Machado -MG negativo 

* verificado por ensaio imunoenzimático (ELISA) do veneno ou por PCR usando primers 
gene-específico e DNA genômico extraído do fígado 

o veneno de cada serpente foi extraído três dias antes do sacrificio dos animais e, 

então, liofilizado e armazenado para emprego posterior. 

As serpentes foram anestesiadas com dióxido de carbono e sacrifcadas por 

decapitação. Os tecidos como glândulas, cérebro, coração, fígado, baço, pâncreas e rins 

foram cuidadosamente incisados e imediatatrente congelados em nitrogênio líquido. Os 

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

Os órgãos de C. durissus terrificus crotamina-positivo e negativo foram excisados e 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e mantidos a - 80°C até o momento do 

uso. Cérebro, glândulas de veneno, coração, figado, pâncreas e rins foram macerados 

separadamente sob nitrogênio líquido e os tecidos pulverizados rapidamente transferidos 

para solução de TRIZOL (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA) ou para uma 

mistura ácida de tiocianato de guanidina-fenol-c1orofórmio (Chomczymki and Sacch~ 

1987). As misturas foram completamente homogeneizadas e as fàses separadas por 

centrifugação (12000 x g, 15 min, 4°C). As 1àses aquosas foram coletadas e transferidas 

para tubos novos. Os RNAs foram precipitados com um volume de isopropanol e coletados 

por centrifugação (12000 x g, 15 min, 4°C). Os RNAs foram, então, secados ao ar e 

ressuspendidos em água desionizada tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A 

quantificação foi feita por espectrometria de UV (OD260nrn) (espectrofotômetro Beckman 

DU620). As preparações aquo sas de RNA foram rmntidas a - 80°C ou, para evitar 

degradação, os RNAs furam re-precipitados e mantidos em furmamida, a - 80°C. 

3.3. Isolamento do Poli (A +) RNA 

RNA poli (A) - RNA mensageiro, foi preparado a partir de um par de glândulas de 

veneno de um único espécime adulto de Crotalus durissus terrificus crotamina-positivo, 

usando o Kit Fast Track mRNA Isolation Kit (INVITROGEN Life Technobgies, San 

Diego, CA). As glândulas, 810 mg, foram removidas três dias após a extração do veneno, 

quando o nível de síntese de RNA máximo é atingido (Rortenberg et aI., 1971), e 

rapidamente congeladas em nitrogênio líquido. As glândulas foram maceradas sob 

nitrogênio li}uido e o pó de tecido transferno para um tubo cônico contendo 15 ml de 

tampão de lise, posteriormente, foram seguidos os procedimentos descritos no manual de 

instrução do Kit. 

Alternativamente, o RNA poli (A) das glândulas de serpente crotamina-negativa 

foi preparado, a partir do RNA total, através da utilização do polyA Tract mRNA Isolation 

Systems (Promega, Madison, WI). 
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3.4. Isolamento do DNA genômico 

Os ácidos desoxirribonucléicos genômicos foram extraídos e purifcados de 

aproximadammte 1 g de figado pulverizado, sob rutrogênio líquido. Os DNAs genômicos 

de cada espécime foi purificado na presença de proteinase K e SDS (Ausubel et aI., 1995), 

conforme descrito sucintamente: um grama de figado pulverizado de cada espécllre foi 

transferido para tubo cônico estéril contendo tampão de extração de DNA genômico 

(Tris.HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 100 mM, SDS 0,5 % e 101lg/ml de RNase A, livre de 

DNase).A suspensão foi incubada a 65°C por 25-30 min, com oomogeinização eventual. 

Em seguida, proteinase K foi adicionada para uma concentração fmal de 100 Ilg/ml e a 

mistura incubada a 50°C, por aproximadamente 12 h. A solução foi extraída com PCI 

(fenol: clorofómÍo: álcool isoamílico, 25:24:1), por 10 minutos, por inversão do tubo. As 

fases aquosa e orgânica foram separadas por centrifugação a 5000 x g, por 15 min, em 

temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e a extração repetida 

por mais duas vezes. Uma última extração foi feita unicarrente com clorofórmio e o DNA 

genômico precipitádo com etanol absoluto, após a adição de acetato de amônio para 

concentração fmal igual a 2,2 M. O DNA filamentoso foi cuidadosamente removido com 

uma alça de vilro e lavado com etano1 70 %, a temperatura ambiente. Após secagem ao ar, 

o DNA foi solubilizado em TE (Tris.HCll O mM, EDT A 1 mM, pH 8,0) e quantificado por 

espectrofotometria de UV (OD26Onm). O DNA foi mantido numa concentração de 100 

Ilg/ml, 4°C, até o momento do uso. 

3.5. Síntese do DNA complementar (cDNA) 

A síntese do cDNA foi realizada usando o Kit Un:iZAP XR (Stratagene, LaJolla, 

CA). A primeira fita foi sintetizada a partir de 6.9 Ilg de poly(Aj RN A. Como primeira 

etapa, um oligonucleotídio de timina - olido( dT)18, ligado com um sítio de restrição para 

Xhol foi incubado com os RNAs mensageiros. A partir da associação desse linker/primer, 

com a cauda de poliadeninda dos rnRNAs moldes, foi catalisado a síntese da primeira fita 

de cDNA. A DNA polirrerase RNA dependente - transcriptase reversa - empregada foi a 

de vírus causador de mieloblatose de roedores (MMVL - RT). A síntese foi conduzida na 

presença de 5-metil-dCTP para hemi-metilar e proteger a primeira fita de cDNA das 

digestões com enzimas de restrição dos passos de clonagem subseqüentes. 
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3.6. Construção da biblioteca de cDNA de glândula de veneno de C. durissus terrijicus 
crotamina -positivo 

Após síntese da segunda fita de cDNA, usando DNA polimerase I de E. co li, as 

terminaçãoes do cDNA foram feitas "blunt" com pfu DNA polimerase. Aos cDNAs foram 

ligados adaptadores com sítios EcoRI e XhoI, os quais foram finahnente digeridos com 

XhoI para liberar os adaptadores EcoRI. Os cDNAs resultantes, com sítio EcoRI na 

terminação 5' e sítio XhoI na terminação 3', furam fracionados por cromatografia de 

filtração em gel usando a resina Sepharose CL-4B. Os cDNAs foram então ligados ao vetor 

DniZAP 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 bacteriófagos recombinantes empacotados foram titulados, a biblioteca primária foi 

amplificada e armazenada em 7% DMSO, a - 80°C. 

3.7. Construção das bibliotecas genômicas de C. ti. terrificus crotamina-positivo e 

negativo 

As bibliotecas genômicas foram construídas no vetor 'AFIXII, usando o Kit 

'AFIXIl/XhoI partial FiU-in IUt (Stratagene, La Jolla, CA). Cem micro-gramas dos DNAs de 

alto peso molecular (HMW-genomic DNA) isolados de :ligado foram digeridos 

parcialmente com a enzima Sau3AI ou, alternativamente, BamHI e os produtos de digestão 

resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,9 %, em tampão TAE. Os produtos 

compreendidos entre 9 e 23 kb foram eletroeluídos e precipitados com etano I 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 TIl (Stratagene, 

LaJolla, CA) e usados para inrectar células de E. coli XLI Blue MRA. Após amplificação, 

a 7% de DMSO foram adicionados às bibliotecas, as quais foram divididas e armazenadas 

indefinadamente a - 80°C. 

3.8. Rastreamento das Bibliotecas de cDNA e genômica por PCR 

Desde que o rastreamento tradicional de bibliotecas para um precursor ou gene de 

interesse por hibridação de placas de lise é trabalhoso e consome muito tempo, um 

protocolo baseado no rastreamento por PCR foi empregado (Israel, 1993, 1995). 

Brevemente, a biblioteca de cDNA ou genômica fui subdivilida em alíquotas de 1000 

unidades furmadoras de placa de lise (Pfu) por poço, em uma micro-placa, e propagadas por 

aproximadamente 6 horas. 
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Então, amostras de cada poço foram removidas e testadas para a presença de cDNA 

da crotamina ou o seu respectivo gene, usando oligonucleotídios específicos 

(5'crot/5crot163, para o cDNA, ou H1O/ 5crotl63). Poços que continham clones positivos 

para cDNA ou o gene da crotamim foram identificados através da síntese de um produto de 

PCR de 100 pares de base e ~1100 bases, respectivamente, que hibridizam com um 

oligonucleotilio interno como oonda 

Um dos poços positivos fui subdividido em 25 pfu por poço, re-amplificado e 

rastreado, novamente, do mesmo modo. No terceiro rastreamento, foi possível isolar, 

aleatoriamente, clones únicos 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 genômica. 

Os oligunuc1eotidios usados para o rastreamento da biblioteca baseado na reação de 

PCR foram "sense" 5'crot (5'-CAGTGTCATIAAGAAAGGAGG-3') e "reverse" 

5crot163 (5'-ATGGACTGTCGATGGAGATG-3'). Cada mistura de reação de PCR (30 f.ll 

fmal volume) continha 30 prooles de cada primer específico, 0.58 U Taq DNA polimerase, 

200 f.lM de cada desoxinucleotídeo - dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 3.5 mM MgCh, 1 x 

PCR buffer, and lf.ll DNA molde (bacteriófagos recombinantes da biblioteca). Cada etapa 

de rastreamento por PCR continha um tubo sem DNA molde (controle negativo) e um tubo 

contendo uma alíquota de uma biblioteca de cDNA da miotoxina-a (controle positivo). As 

reações de PCR foram feitas em um termociclador térmico (Perldn Elmer 9600) por 30 

ciclos de 94°C por 1 mio, para denaturar o DNA molde, 43°C por 45 s para a asoociação do 

primer, 72°C por 1 min, para polimerização, após um ciclo inicial de 94°C por 4 mm Após 

o final de todos o s ciclos, as amostras foram deixadas polÍIrerizando a 72°C por 7 min, e 

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

3.9. Análise dos produtos de peR 

Os produto s de PCR foram analisados por eletro forese em gel de agarose a 2% em 

tampão TAE, visualizado com brometo de etídio e transferidos para membrana de nylon 

carregada positivamente (GeneScreen Plus - Du Pont, Boston, MA) através de transferência 

alcalina - "alkaline downward capillary transfer" (Zhou et aI., 1994). A transferência foi 

completada em 2.5 horas. A meml:rana foi neutraljzada com 2 X SSC e pré-hibridada a 

42°C por 2 horas com 10 ml de uma solução de 6X SSC, contendo 5 X solução de 

Denhardt, 0.05% PPi, 100 f.lg/rnl de DNA de células espermiticas de salmão denaturado e 

0.5% SDS. 

B 
li:rvHCA 
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A hibridação foi feita a 42°C, durante a noite, com uma solução de 6X SSC, contendo IX 

solução de Denhardt, 0.05% PPi , 100 !ll/ml tRNA de levedura, 0.5% SDS e o 

oligunucleotideo, interno ao produto de PCR, H07 (5'-GGCCGCTCTAGAACTAG-3') 

marcado com digoxigenina, através de um nuc1eotídio modificado, DlG-dUTP (Roche 

Molecular Biochemicals, Mannheim, Gennany), usando a enzima TdT (Tenninal 

deoxydinuc1eotidyl transferase) (Vincent et aI., 1982; Ausube~ et a!. 1994). As bandas que 

correspondem ao produto de PCR específico foram visualizadas através de imunodetecção 

com o conjugado anti-digoxigemna/fosfatase alcalina (Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Gennany). 

3.10. Isolamento do gene da crotamina por "genome walking" 

Um outro modo de isolar o gene de interesse foi através do "genome walking". A 

fim de isolar o gene da crotamina usando essa técnica, o Kit Universal Genome Walking 

(Clontech, PaIo Alto, CA) foi empregado. 

Os procedimentos foram essencialmente como descrito no manual do fabricante. 

Brevemente, um micrograma do DNA genômico de figado do espécirre de cascavel 9706 

foi digerido com cinco diferente enzimas de restrição, que corta em "blunt" (Dral, EcoRV, 

PvuII, ScaI e Stul), e os produto s de digestão foram ligados aos adaptadores AP 1 e AP2. As 

cinco bibliotecas do "genome walking" foram amplificadas com o prirrer sense APl (5'

GTAATACGACfCACTATAGGGC-3') e o primer gene específico reverso GSP2 (5'

ACTGTCGATGGAGATGGAAAATGCTGTA-3'), usando uma mistura para LD-PCR - Long 

distance PCR (eLONGase Enzyrre Mix, INVITROGEN Life Technologies, San Diego, 

CA). Os produtos de PCR foram extraídos com um volurre de PCl e 1 !lI de cada reação foi 

re-amplificado com a mesma mistura para LD-PCR, exceto que os primers furam 

substituídos por primers internos à seqüência amplificada, AP2, sense (5'

ACTATAGGGCACGCGTGGT-3') e 3crot163, anti-sense (S'-CATCTCCATCGACAGTCCAT-3'). 

OS primers GSP2 e 3crot163 foram sintetizados a partir da seqüência 3' do cDNA da 

crotamina (Rádis-Baptista et aI., 1999). Os produtos de PCR foram purificados através de 

MicroSpin Column HR-400 (AmershamPharrrncia Biotech, Piscataway, NJ) e c1onados 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 seqüência do gene da crotamina foram sintetizados dois 

oligonucleotídios, que correspondem às sequências 5'-UTR e 3'-UTR (untranslated region) 

do gene. São 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 l/lg de DNA genômico, isolado do figado do espécime 

93015 (C. d. terrificus crotamina-negativo). A mistura de reação continha 10 pmoles de 

cada primer, 25 /lI 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 denaturação antes da amplificação de 94°C por 30 s; 10 

ciclos de 94°C por 308, 65°C por 30 s, menos 1 ° C por ciclo, 68°C por 3 mirt; 25 ciclos 

de 94°C por 308, 55°C por 30 s, 68°C por 3 min e, um passo adicimal de n oc 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 

construções foram usadas para transformar célu1as competentes de E. coli TOPO 10. A 

seleção das células recombinantes foi feita em placas de LB/ampi::ilina contendo X-GAL e 

IPTG. A células contendo os plasmídios recombinantes foram propagadas em meio LB, 

contendo ampicilina a 50 /lg/mL e o DNA plasmidial purificado por coluna de troca-iônica 

(Wizard Plus MiniPreps DNA purification System, Promega, Madison, WI ). 

3.12. Análise da expressão da crotamina em glândula de veneno por Northern Blof 

O northern blot foi feito com RNA total e RNA poli(A) de glându1as de um único 

espécime de C. durissus terrificus crotamina-negativo e com RNA poli(Al de glândulas de 

C. durissus terrifcus crotamina-positivo que foi usado na construção da biblioteca de 

cDNA. As glândulas de C. d. terrificus crotamina-negativo, capturado em São Luis do 

Paraitinga, São Paulo, Brazil, foram excisadas e rapidamente congeladas em nitrogênio 

líquido. Os RNAs (10 /lg de RNA total e 0.5 /lg de rnRNA de espécitres 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 positivatrente carregadas 

(GeneScreen plus - Du Pont, Boston, MA), com 10 x SSC, por aproximadammte 12 horas. 
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Os RNAs foram fIxados à membrana a 80°C, sob vácuo, por 30 minutos. A 

membrana foi pré-hibridizada a 42°C por 2 horas em 50% de rormamida, 5X SSC, 5X 

solução de Denhardt, 0.1% n-laurilsarcosina, 0.02% SDS e 100 Ilg/ml de DNA de células 

espermáticas de salmão denaturado. A hibridização foi realizada a 42°C, durante a noite, 

após a adição de 250 ng do cDNA da crotamina de 350 bp, previamente marcado com DIG

dUTP pela técnica de "incorporação de desoxinucleotídios marcados por PCR" (DIG DNA 

labeling Kit, Roche Molecular Biochemicals, Mannhein, Germany) a 5 ml da solução de 

pré-hibridização. A membrana fOi lavada em condições de alta estringência e as 1:andas 

reveladas com conjugado anti-DIG/fosfatase alcalina (Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Germany). 

3.13. Análise da expressão de crotamina e crotasin por RT-PCR 

A análise da expressão de crotamina e o gene relacionado à crotamina nos tecidos 

de cascavéis crotamina-positivas e negativas .fOi realizada por RT -PCR, usando a mistura 

de reação 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) e Taq DNA polirnerase Platinum 

complexada com anti-corpo (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA), a síntese 

da primeira fIta de cDNA e a amplificação do produto gene-específico são feitos em um 

único tubo. Como material de partida para essa análise, 200 ng de RNA total de cérebro, de 

glândulas de vereno, de coração, de figado, de pâncreas e de rins de C .d. terrificus 

crotamina-positivo e negativo foram empregados. As reações de transcrição reversa e de 

PCR foram num volume de 50 IlL, contendo 25 IlL da solução de enzimas, 0,2 IlM de cada 

primer específico (H10 e CCT-MRV, para amplificação do gene do crotasin e 

HlO/5Crot163, para amplificação do gene da crotamina). Como controle foi empregado o 

produto de um gene constitutivo, isto é, ~-actina, cujos primers específicos foram ~-AC1 

(5'-GCGGGAAATCGTGCGTGACATI-3'), resíduos 2106-2127 do gene, e ~-AC2 (5'

GATGGAGTIGAAGGTAGTTTCGTG -3'), resíduos 2409-2432 (Meiri et al, 1997). As reações 

acopladas foram feitas essencialrrente como descrito no manual do fabricante, que consiste 

na (1) síntese do cDNA e pre'-denaturação: incubação a 50 °c, por 30 min e 94 °c, por 2 

min e (2) amplifIcação por PCR: 94 °c, por 15 s, 50 °c, por 30 s e 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 tampão 

TAE, contendo 0,5 f.lglrnL de brometo de etídio. A imagem foi registrada com o auxilio do 

VDS ImageMaster (AmershamPharrmcia Biotech, Piscataway, NJ), usando lâmpada de 

UV, como fonte de excitação. 

3.14. Análise da presença do gene crotasin no genoma de C. d. terrificus crotamina
positivos por AR-peR 

Desde que o gene crotasin é expresso em diferentes tecidos de cascavel crotamina

negativa, exceto glândula de veneno foi verificado se esse gene estaria presente no genoma 

de cascavéis variante crotamina-positiva. Essa questão foi resolvida por PCR, em que DNA 

genômico purificado de I:Jgado e primers gere-específicos (HlOIPSI-RV) foram utilizados. 

Essencialmmte, 200 f.lg de DNA genômi;o e 200 f.lM de cada primer, num vohure de 25 

f.ll, foram submetidos a 35 ciclos de 94°C por 45 s, 65°C por 45 s, 72 °C por 2,5 min, 

precedidos de um ciclo de 94°C por 2 mino Um ciclo [nal de extensão a 72 °C por 7 

minutos foi executado, antes da análise da amplificação. Os produtos foram resolvidos por 

gel de agarose a 1 % em TAE (Tris-acetato/EDTA) e visualizados com brometo de etídio, 

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

3.15. Análise das seqüências dos DNAs 

Dois caminlDs foram tomados para o procedimento de seqüênciamento das diversas 

construções que foram utilizadas nesse traballD. 

No caso dos clones isohdos das biblntecas de cDNA, os insertos dos fagos foram 

excisados do vetor UniZap XR e recircularizados na presença do fago assüiente ExAssist 

Helper phage (Stratagene, LaJolla, CA), para formar o plasmíleo pBluescript phagemid. O 

seqüênciamem do DNA foi executado em ambas fias do inserto excisado, pelo método de 

terminação da cadeia por incorporação de dideoxinucleotídeos (Sanger et ai., 1977), usando 

o TISequencing Kit (Amersbam Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) e os primers externos 

(SK, M13) e internos (5'crot, 5crot 163). Alternativamente, o DNA fui fluorescentemente 

marcado (ABI Prism dye terminator cycle sequencing, Perkin Elmer) e o seqüenciamento 

do DNA feito em um seqüenciador automático (ABI Prism 377 - Perkin Elmer). Todos os 

outros seqüenciamentos, descritos nesse trabalho, foram feitos automaticamente nos 

analisadores ABI Prism 377. 
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3.16. Bioinformática 

Diversos programas foram usados para a análise das seqüências nuc1eotídicas e 

peptídicas. As seqüências 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 seqüências de aninoácidos e nuc1eotídi:as 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 Infurmation 

(http://www.ncbi.nih.n1m.gov), usando o algorrítimo BLAST - basic local alignrnent 

search tool (Altschul et aI., 1990, 1997) com parâmetros de busca em default. 

Como ferramenta de alinhamento, foram empregados os programas MACAW 

(Multiple Alingment Construction & Analysis Workbench) (Schuller et aI., 1991, 

Lawrence et aI., 1993, Karlin et aI. , 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 seqüências e construção de c1adogramas (page & 

Holmes, 1998, Patthy, 1999b). Por exemplo, os alinhamentos foram realizados, com o 

programa CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988; Thompson et aI, 1994; Higgins et aI., 1996) 

pelo método do "pairwise alignment" de todas as seqüências, usando uma matriz de 

substituição de aminoácidos PAM 150 (percent accepted mutation) (Dayhoff et aI., 1983). 

Os c1adogramas (árvores fIlogenéticas que computam o grau de mudança evolutiva) das 

seqüências alinhadas furam construídos pelo método do ''Neighbor-joining prediction 

method" (Saitou and Nei, 1987). 

3.17. Produção de crofamina e crofasin recombinanfes 

Dois sistemas de expressão foram elll'regados para a obtenção dos peptídios 

recombinantes tóxicos: (1) um sistema de expressão procarioto, QIAexpressio nist 

(QIAGEN, Hilden, Germany), no qual o polipeptídio recombinate é expressado, em células 

de E. coli, com um cauda de seis resíduos de histidina; (2) um eucariótico (levedura), no 

qual o polipeptídio, em fusão com um fator de secreção, é pro duzido por células de Pichia 

methano/ica (INVITROGEN Life Technologies, San Diego, CA). 
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3.17.1. Construção, expressão e purificação de 6xHis-crotamina em E. coli 

O inserto da crotamina para a construção de vetores de expressão foi preparado por 

PCR, a partir da seqüência competa do seu cDNA (Rádis-Baptista et aI., 1999). Os prirrers 

foram desenhados de forma a compreender a seqüência da toxina matura, bem como os 

sítios de restrição para BamHI (prirrer sense) e BgllI (prirrer reverso). São eles: CR-MA5 

(5'-CGCGGATCCAAGATCCITTATCTGCTGTI-3') e CR-AS3 (5'

CATTITTCCCTICACCTICTAGATICGAACC:CC-3'). Após amplificação, o inserto contemo os 

sítios de restrição foi digerido duplarrente com Bamill e BgllI, e o produto purificado em 

coluna MicroSpin S-400 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). O Vetor, 

plasrnídio pQE-12 (QIAGEN, Hilden, Germany) foi também duplamente digerido com as 

mesmas enzimas, purificado e defosforilado usando fosfatase alcalina bacteriana (BAP) 

(Ausubel et ai., 1995). Inserto e vetor, assim preparado, foram ligados usando T4 DNA 

ligase. O plasrnídio recombinante foi usado para transformar células de E. co/i XLI Blue 

(Stratagene, LaJolla, CA), quimicamente competentes. O DNA plasrnidial foi propagado e 

purificado - li se alcalina e purificação em coluna de troca-iônica (Wizard Plus MiniPreps 

DNA Purification System, Promega, Madison, WI). A fusão em fase do inserto com a 

cauda de histidina foi confirmada através de seqüênciamento do plasrnídio purificado. 

Para a expressão da toxina, culturas de E. co/i XLI Blue/pQEI2-crotamina foram 

crescidas em 100 mL de LB/ampicilina (200 f.lg/rnL), em agitador (220 rpm), a 32°C, até 

alcançar uma densidade óptica a 600 nm (D0600nn:J) entre 0.6 e 0.9. Nessa densidade celular, 

a toxina foi induzida, pela adição ao meio, de 1 mM de IPTG, e mantido nessa condição por 

mais 4,5 h. As células foram colhidas por centrifugação (12000 x g/ 4°C/ 2 min), 

ressuspendidas em tampão de lise (fos:fàto de sódio 50 mM, 100 mM NaC~ 10 mM 

imidazol, 1 mM PMSF, aprotinin, pepstatin, leupeptin) e rompidas por sonicação (10 

pulsos de 30 s, 200 - 300 W, com intervalos de 30 s em gelo). O extrato celular foi 

clarificado através de centrifugação (12000 x g/ 4°C/ 20 min) e o sobrenadante foi aplicado 

em uma c.oluna de Ni2+-NTA Sepharose (AmershamPharmacia Biotech, Piscataway, NJ). A 

6xHis-crotarnina ligou com alta afinidade com a resina e eluiu com 0.7 M de imidazol, 

contido no mesmo tampão acima. Após a cromatografia de afinidade, a toxina 

recombinante foi concentrada (e o tampão trocado pó PBS), usando Centricon YM 3 

(Milipore Co., PA). 
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3.17.2. Construção, expressão e purificação de crotamina e crotasin em Pichia 
methano/ica 

O vetor empregado nessa etapa é o plasmídio pMetu A (INVITROGEN Life 

Technologies, San Diego, CA). Após clonagem, suas principais características são: um 

cassete de expressão consistindo do promotor forte do gene da enzima álcool oxidasee 

(AUGl), o gene de interesse, a região de terminação de transcrição de AUGl, o gene 

ScADE2 e a seqüência 3' de AUGl. O cassete de expressão é excisado do vetor , por 

enzimas de restrição, para a integração ao cromossomo da célula microbiana. 

Quatro construções foram planejadas: pMetu A-6xHisCro (para produzir uma 

toxina com uma cauda de hexa-histidina), pMetu A-Cro (para produzir uma toxina 

completamente idêntica à toxina encontrada na natureza); pMetu A-6xHisCts (para 

produzir uma toxina que seria um produto que o gene crotasin codificaria, porém com uma 

cauda de poli-histidina) e pMetu A-Cts (para produzir peptídio crotasin). 

Primers foram desenhados e sintetizados, que correspo ndem às regiões 5' e 3' do 

cDNA da crotamina mais os sítios de restrição de XhoI, BamHI e SpeI. Assim, obtiveram

se os primers CR-EXP (sense), CR-XRV (anti-sense, para fusão com a seqüência de poli

histidina) e CR-XRS (anti-sense, com um stop codon antes da seqüência da poli-histidina). 

No caso dos primers para o crotasin, a seqüência 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 sítios de restrições contíguos às 

seqüências dos primers. Os primers são: PS-XPS (sense), PS-REV (anti-sense, que faz 

fusão do produto com hexa-histidina) e PS-XAS (anti-sense, com um stop códon, antes do 

início da seqüência que compreende a poli-histidina). 

Combinações de priIrers foram planejadas para a obtenção dos produtos desejados, 

o que foi possível por meio de TD-PCR (touch down PCR). Nessa forma de PCR, nos 

primeiros dez ciclos do PCR a temperatura de annealing é 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 noc por 1 min; 25 ciclos de 94°C por 45 

s, 48°C por 45 se noc por 1 min, e finahrente um ciclo de extensão a n oc por 7 min e a 

4°C até remoção das reações do termociclador. Os produtos de PCR foram purificados 

através de micro Spin column (HR 200, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway) ou 

através de Kit de purificação em coluna cromatográfica (INVITROGEN Life Technologies, 

San Diego, CA). 
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Uma vez purificados, os produtos foram duplamente digeridos com as enzmlas 

XhoI e SpeI, para toxina de fusão, ou com XhoI e BamHI, para toxina com stop códon 

original. Digestão simultânea (em paralelo) foi realizada com o vetor pMetu A. Finalizada 

as digestões, vetor linearizado e produto s de PCR com pontas coesivas preparadas, foram 

novamente purifuados e ligados usando T4 DNA ligase, como feito convencionalmente. 

As construções foram utilizadas para transformar, por eletropOJação, células 

competentes de E.coli (2500V, 25 /-lF, 200 n, por 5s aproximadamente). As células furam 

transferidas para tubos de cultura contendo SOC e incubadas a 37°C, por uma hora. Após 

esse tempo alíquotas da suspensão bacteriana foram transferidas para placa de Petri 

contendo LB/ágar/ampicilina e incubadas em estufa a 37°C, durante uma noite. Os clones 

que cresceram, nessas placas furam analisados para a presença dos respectivos insertos, por 

AR-PCR (arbitrary PCR). Uma vez que as construções foram confirmadas por PCR, os 

DNAs plasmidia:5 foram preparados em escala suficiente para o seqüenciamento de DNA e 

para a excisão do cassete de expressão. 

Definitivamente confnnado por seqüenciamento automático de DNA (ABI Prism 

377, Perkin Elmer), os cassetes de expressão foram excisados através da incubação de 20 

/-lg de plasmídio com PacI (5U por /-lg de DNA). Completada adigestão dos plasmídios, os 

fragmentos foram extraídos com fenol:clorofórmio (1:1, v/v) e precipitados com 100% de 

etanol. Em seguida, 3 /-lg do inserto foram usados para transformar células 

eletrocompetentes de Pichia methano/ica (750V, 25 /-lF, resistência infinita). Após 

eletroporação, 1 ml de YPAD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 0,01% de 

adenina e 2% de dextrose) foi adicionado a cada suspensão de células transformadas e 

mantida a 30°C, por uma hora, sem agitação. As suspensões foram centrifugadas (1500 x g/ 

3 min), o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 100 /-lI de 1 x YNB 

(''yeast nitrogen base" com sulfato de amônio e sem aminoácidos). Dos 100 /-lI, 50 foram 

transferidos para placas de Petri, contendo MD/ágar (1,34% de YNB, 4 x 10-5 % de biotina, 

2% de dextrose, 1,5 % de agar). 

As placas inoculadas foram incubadas a 30°C até que colônias de transformantes 

(Ade) fossem detectadas (~ 2 dias). As colônias 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, possuíam os cassetes de expressão, com os cDNAs que codificam crotamina 

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

Para expressar as toxinas uma colônia de cada chne foi usada para inocular 10 m1 

de BMDY ("buffered dextrose-complex rredium", 1% de extrato de levedura, 2 % de 

peptona, 100 mM de tampão fosfato pH 6,0, YNB a 1,34%, biotina a 4 x 10-5 %, dextrose a 

2%) e propagadas a 30°C, 220 rpm, até saturação (OD6OOnm - 2,0). As células foram 

coletadas por centrifugação (1500 x g, por 3 min) e lavadas com água deionizada estéril 

En~ão 10 ml de BMMY (buffered methanol-complex medium) foram adicionados aos tubos 

com as células sedimentadas, para dar início à indução da expressão das toxinas, os 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 são secretadas no meio de cultura, o s meios individuais de 

cada clone induzido foram concentrados de apro ximadamente 20 vezes em Centricon YM-

3 (cut off de 3 kDa, Amicon Co.), passados em coluna de filtração em gel (Sepharose G-50) 

e os picos protéicos liofilizados. Atmstras de 10 !lI foram usadas para análise em SDS

PAGE. 

3.18. Síntese de oligopeptídios a partir da seqüência da crotamina e crotasin 

Os oligopeptídios sintéticos, derivados das seqüências da crotamina e do crotasin 

foram preparados em fase sólida, por reações de acoplamento C-terminais de amino ácidos 

moooméricos protegidos com t-BOC (tertbutioxicarbonil - amino ácidos), e purificados por 

RP-HPLC (reverse phase - high performaoce liquid cromatography) (Takara Biomedicals, 

Japan). Os pesos moleculares dos peptídios foram comprovados por espectrometria de 

massa - MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionisation time of ' flight) Os 

seguintes oligopeptídios foram sintetizados: 

SR-CTSl - RCRSPSTSIGQDCR; 

SS-CTS2 - PCPSGTTSIGQQDCR; 

SI-CRTI-ICLPPSSDFGKMDCR; 

SI-CRT2 - ICAKPSSDFGKDGCR. 

BIB LIOTECA 
INSTITUTO DE QU/MICA 
UnIversidade de São Pauk 
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3.19. Imunoblot e imunodetecção 

O anticorpo anti-crotamina foi desenvolvido em coelho, conforme descrito em 

Oguiura et aI. (2000). O anticorpo anti-crotasin foi preparado a partir de um oligopeptídio 

sintético, CPSGTTSIGQQD (resíduos 16 a 27 do crotasin), conjugado com o carreador de 

hapteno KLH - keyhole limpet hermcyanin, uma proteína respiratória de molusco (Takara 

Biomedicals, Japan). 

As toxinas e peptídios recombinantes, bem como aquela purificada de veneno, 

foram separadas em gel de acrilamida a 15 % (SDS-PAGE, 15%T/2,7%C) e transferidas 

para membrana de PVDF (Milipore) em sistema semi-seco (TransBlot SD,Bio-Rad, Ca). O 

sítios não específicos da membrana de PVDF foram bloqueados com 1 ° % de gelatina em 

TBS-T (tampão Tris.HCl100 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. Após incubação com um desses anticorpos primários, a merrorana 

foi lavada duas vezes com TBS-T, por 15 min e com troca do tampão entre as lavagens. A 

membrana foi, então, incubada com anticorpo anti-lgG 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 reação quimioluminescente (BCL Westem blotting 

anlysis system, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) foram detectados com 

filme fotográfico, após 15 mirntos de incubação. 

3.20. Determinação da atividade antibiótica 

A técnica empregada para análise de propriedades antibi'>tica de peptídios é 

essencialmente como descrita em Hetru & Bul1et, 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 desmterogênica) foram testadas. 

A técnica envolveu a microdiltição da subtância potencialtrente antibiótica em 

nlicroplaca e determilação da concentração inibitória mhlma (MIC). Sucintamente, a 

substância foi ensaiada em microplacas de ELISA, num voluma final de 100 !lI de meio de 

cultura (Müeller-Hinton broth - MHB, Luria Bertani's rich medium - LB ou poor broth 

medium - 1 % de bactotriptona/0,9% NaCI). 
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Pré-inóculos das cepas bacterianas foram preparados em meio LB, a partir de uma 

colônia, por incubação a 37°C (alternativamente a 25°C), com agitação (200 - 220 rpm). A 

D0600nm foi determinada e uma alíquota dessa suspenção utilizada par inocular meio pobre 

ou MHB, a fim de se obter células bacterianas em fase logaritimica (OD600nm ~ 0.6). A 

suspensão foi, então, diluída de 6000 vezes, com meio pobre ou MHB. Noventa microlitros 

das suspensões bacterianas diluilas foram transferidos para cada poço das placas de 

microtitulação e os peptídios a serem testados adicionados, num vohnre de 1 ° ~l (em água 

desionizada estéril ou 0,01 % de ac. Acético). As placas foram incuoodas a 37 DC (ou 25 

CC), com agitação, e o crescimento ou inibição do crescimento avaliado pela rredida da 

absorbância a 600 um, em intervalo de 12 e 24 horas, usando um leitor de microplacas. Os 

valores de MIC obtidos se referem àquelas concentraçõe mínimas dos peptídios na qual 

houve irubição do crescimento dos microorganismos testado s. 

3.21. Análise de diferenciação de células-tronco embrionárias de camundongo 

A idéia de utilizar células-tronco embrionárias de camundongos na análise funcional 

de toxinas anirmis é coincidente com a introdução da técnica pelos Dr. Alexander Kerkis e 

da Dra. Irina Kerkis, professores visitantes do laboratório da Profa. Lygia da Veiga Pereira, 

Depto. de Biologia, Instituto de Biociências da USP (Kerkis et aI., 2001). 

Como os conceitos relacionada; a esse tópico não foram abordados anteriormente, 

uma breve introdução é feita, antes da descrição da parte experimertal. 

O período embrionário é extremamerte complexo e vulnerável durante o 

desenvolvimento de um organismo. Para que o desenvolvitrento normal seji atingido, deve 

ocorrer uma série de eventos interlgados (divisão celuhr, diferenciação, apoptose, 

migração de célubs, entre outros) que são controlados por diferentes genes. É importante 

que determinados genes se expressem ID momento certo para ini:iar a difereociação celular 

correta no embrião. A maioria dos genes que controla o desenvolvimnto é extremamente 

conservada mesmo em e~écies filo geneticamente di5tintas. Portanto, é razoável assumi:' 

que as alterações no padrão de expressão desses genes que podem ocorrer em animai; de 

laboratório, podem causar os mesmos efeitos em humams. 
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A capacidade de células ES de diferenciar sob condições específicas em uma grande 

variedade de células, simulando in vitro o desenvolvimento de um embrião pré-implantado, 

tomou-as um modelo importante nos estudo s de mecarllimos da diferenciação celular 

(Keller, 1995). Porém, esse modelo tem sido pouco utilizado para testar os efeitos das 

substâncias tóxicas e biologicarrente ativas no desenvolvimento embrionário in vitro, 

apesar de óbvias vantagens: células ES são células normai;, possuem o cariótipo normal, 

uma proliferação não limitada em cultura, podem ser obtidas em quantidades suficientes e 

podem ser induzidas à diferenciação in vitro nos precursores de vários tipos de células. 

Se remover os fatores que mantêm sua pluripotência, as células ES entram no 

programa da diferenciação. Quando cultivadas em suspensão, células ES formam 

espontaneamente agregados de células diferenciadas chamadas "corpos embrióides" (Ebs -

do inglês, "embryoid bodies"). No sétimo ao décimo dia do desenvolvimento dentro do 

complexo Ebs ocorre contração espontânea de cardiomiócitos (Doetschman et aI., 1985; 

Risau et aI., 1988). 

Em seguida, identifica-se dentro de Ebs uma grande variedade de linhagens 

embrionárias (hematopoiéticas, neuronal, endotelial, cardíaca e muscular) através de 

análises morfológicas, immo-histoquímicas e moleculares (Schimtt et aI., 1991; Wiles and 

Keller, 1991; Wang et aI., 1992, Bain et aI., 1995; Fraichard et aI., 1995; Bautch et aI., 

1996; Ling and Nebenm 1997). 

Os estudos dos genes que se expressam durante o desenvolvimento de Ebs, 

utilizando hibridização in situ de RNA, junto com o painel de genes estágio e linhagem

específicos, indicam a presen;a de três folhetos embrionários fOrmados durante a 

gastrulação e a organogênese precoce em Ebs. Além do mais, foi mostrado que estes genes 

marcadores são capazes de manter in vitro as mesmas relações espaciais e temporais que in 

vivo (Leahy et aI., 1999). Este programa de desenvolvirrento precoce em EBs pode ser 

mudado sob o efeito de substâncias tóxicas e biologicamente ativas diferentes. 
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Experimental 

As propriedades específ1Cas de células ES de camundongos levaram à idéia de 

utilizá-las como um rrndelo para a toxicologia in vitro. Este modelo permite estudar os 

efeitos dos agentes farmacológicos na determimção precoce de linhagem celulares e na 

organogênese em mamíferos, assim como estudar os mecanismos da sua atuação em nível 

tecidual, celular e subcelular. 

Os primeiros testes com toxinas de serpentes, particulannente a crotamina, 

objetivaram: (1) determimr a concentração tóxica e de traballn da crotamina, empregando 

células ES; (2) in:ubar corpos embrionários (EBs) com uma solução de crotamina não 

tóxica; (3) obter agregados de células ES, na presença de crotamina (não inculação 

posterior). 

Experimento I: 

Para realização dos experimentos com a crotamina, as células HM-l foram mantidas 

sem feeder, mas na presença de LIF (leukemn inhibitory factor), por aproximadamente 3 

passagens. No experimento I, concentrações decrescentes de crotamina, cujas quantidades 

são compráveis às que são estabelecidas para o ácido retinóico, foram utilizadas: 4 x 10-6,2 

X 10-6, 10-6,10-7 M. Células HM-l foram plaqueadas com LIF (densidade média ~10-5 

células/placa de 35 mm de diâtretro). No dia seguinte, quando pequenas ilhas de células 

foram formadas, o meio foi trocado e a solução de crotamina adicionada. As placas, nesse 

estágio, foram mantidas sem LIF. 

Experimento II: 

Corpos emlrionários (EBs) foram obtidos seguindo o protocob de Spieman et al. , 

1997. A suspensão de células foi gotejada sobre a tampa da placa de Petri invertida. A 

tampa, com as gotas (25 f.1l) 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 solução de 

crotamina foi adicionada. 
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Experimento lII: 

Células ES foram obtidas e agregados dessas células foram permitidos formar, 

porém na presença de crotamina. Para isso, células ES foram transferilas para placas 

cobertas com agarose. No terceiro dia, Ebs simples e complexos são observados. Os 

agregados foram transferidos para placa de Petri sem agarose. 

3.22. Conjugação 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) essencialrrente como descrito. Um miligrama de 

crotamina purificada por HPLC (prof. E. B. de Oliveira) foi ressuspendida em 1 mL de 

tampão carbonato/bicarbonato de sódio 100 mM, pH 9,3 e a solução transferida para um 

microtubo contendo o corante. A solução foi homogeneizada e in.::ubada a temperatura 

ambiente por 30 minutos, com eventual homogeneização a cada 10 mino A toxina marcada 

foi separada do corante não conjugado por meio de filtração em gel (Sepharose G-50). As 

frações contendo a crotamina-Cy3 foram reunilas e concentradas e o tampão em Centricon 

YM-3. Durante a concentração o tampão foi trocado para PBS (tampão fosfato/NaCl). A 

razão entre corante e proteína (DIP) foi determirnda em um espectrofotômetro Beckman 

DU 600, nos comprimentos de onda 552 nm, para o Cy3, e 280 nm, para a toxina. As 

concentrações molares do corante e da toxina são calculadas, e a razão desses valores é o 

número médio de moléculas do corante acopladas a cada moléula de toxina. A crotamina

Cy3 foi mantida no escuro, a 4 DC, sem outras manipulações, até o momento do uso. 

3.2.3. Imunocitoquímica 

A metodologia empregada, para detectar em quais tipos celulares a crotamina induz 

a diferenciação de células-tronco embrionárias, bem como localização celular do conjugado 

crotamina-Cy3, foi essencialrrente como descrito em Spector et aI. (1998). As células 

nervosas foram identificadas através de marcadores proteícos do neurofilamento, com a 

utilização do Glial Fibrilary Acid Protein hnunohistology Kit (Sigma Genosys, Texas). As 

imagens foram lidas em microscópio confocal de fluorescência, com os comprimentos de 

onda e filtros apropriados para cada sistema de fluorocromos. 
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Sucintamente, corpos embrióides foram incubados com solução de crotamina, entre 

10-7 e 10-8 M, por 7 a 8 dias, sobre lamínulas de vidro. O meio nutriente foi removido por 

aspiração e as células lavadas com salina tamponada (PBS). Metanol absoluto (previamente 

resfriado a -20°C) foi adicionado em quantidade suf1Ciente para cobrir as células e a 

fIxação procedida, por 10 minutos, a temperatura ambiente. O metanol fui removido por 

aspiração e as células enxagüadas com acetona gelada (-20°C) por não mais que 1 miruto, 

a temperatura ambiente, para permeabilização celular. As células foram reidratadas com 

PBS e as incubações com anticorpos primário e secundário iniciadas. As preparações foram 

mantidas a 4°C, no escuro, até o momento da tomada das imagens. 

Para a localização celular da crotamina-Cy3 os mesmos passos de indução da 

diferenciação dos EBs e fixação das células foram feitos, exceto que não hou ve detecção 

indireta da estrutura celular (incubação com anticorpos). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Seqüências de nucleotídios das isoformas dos precursores de crotamina 

A fIm de estudar os RNAs mensageiros precursores da crotamina, uma biblioteca de 

cDNA foi construída a partir de glândulas de veneno de um único espécime de C. durissus 

terrificus crotamina-positivo, capturado em uma região geográfica determinada .. 

Para o rastreamento da biblioteca, um método baseado na alta estringência das 

reações de PCR foi empregado. A especificidade dos produto s de PCR, obtidos no 

rastreamento da biblioteca, foi comprovada através de hibridação com um oligonucleotídeo 

interno marcado com digoxigenina-dUTP (resultados não mostrados). Quinze clones 

positivos para a crotamina foram isolados e seqüênciados. 

Todos os cDNAs isolados possuem seqüêncils nucleotídicas que varam de 340 a 

360 nucleotideos . Alinhamento dessas 15 seqüências, usando o programa MACAW, 

resultou em um grupo de seis tipos de seqüências, de acordo com as suas respectivas 

características estruturais (Figura 4). 
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KA13 GCAT TCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT 115 
KA19 GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT 115 
MK24 GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT 118 
MK41 GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT 101 

A F L S E P G N A Y K Q c fi K K G G fi C F 

MK9 GCATTCCTGTCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT 116 
MK38 GCATTCCTG TCTGAACCAGGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGGAGGACACTGCTTT 115 

A F L S E P G N A Y K Q c fi K K G G H C F 

KA13 CCCAAGGAGAAAATATGT~·.,-:.t"ri. CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA 182 
KA19 CCCAAGGAGAAAATATGT "To- CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTG TCGATGGAGA 182 
MK2 4 CCCAAGGAGAAAATATGT :~i' CCTCCA TCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA 181 
MK41 CCCAAGGAGAAAATATGT -~:CCTCCATCTT CTGACTTTGGGAAGATGGACT GTCGATGGAGA 164 

P K E K X C )~;,~ P P S S D F G K MDC R W R 
i ~>~. 

MK9 CCCAAGGAGAAAATATGT CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATGGACTGTCGATGGAGA 179 
MK38 CCCAAGGAGAAAATATG T~~CCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGATG GAC TGTCGATGGAGA 178 

P K E K X C ~~# I P P S S D F G K MDC R W R 

KA13 TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAA TGCCATC TC CA T CTAGGACCATGGATATCTT 2 4 6 
KA19 TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCA TCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT 246 
MK24 TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCA TCTAGGACCATGGATATC TT 245 
MK41 TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT 228 

W K C C K K G S G K stop 

MK9 TGGAAATGCTG TAAAAAGGGAAGTG GAAAATAAT GCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT 243 
MK38 TGGAAATGCTGTAAAAAGGGAAGTGGAAAATAATGCCATCTCCATCTAGGACCATGGATATCTT 242 

KA13 
KA19 
MK24 
MK41 
MK9 
MK38 

W K C C K K G S G K stop 

CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTAT~' .. GCTTTATCTTTC TTTATCTAAATAAA 
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTAT - GCTTTA TCTTTCT TTATCTAAATAAA 
CAAGATATGGCCAAGGACC TGAGAGTGCCGCCTGCTATGCTTTATC TT TCTTTATCTAAATAAA 
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTAT . GC TT TATCTTTCTTT ATCTAAATAAA 
CAAGAT ATGG CCAAGGAC CT GAGAG T G CC GCCT GC TA T -: G C TT TA TC T TT C T TTAT C T AAA TAAA 
CAAGATATGGCCAAGGACCTGAGAGTGCCGCCTGCTAT -' GCT TTATCTTTCTT TATCTAAATAAA 

KA13 ATTGCTACCTATCAAACGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA---
KA19 ATTGCTACCTATCA - ACGCTAAAAAAAAAA--- ---------
MK24 ATTGCTACCTATCAAACGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA ----
MK41 ATTGCTACCTATCAAA ----AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
MK9 ATTGCTACCTATCAAA ----AAAAAAAAAAAAAAAAAAA ---
MK38 ATTGCTACCTATCAAA- ---AAAAAAAAAAAAAA ---------

311 
311 
310 
293 
308 
307 

350 
340 
348 
332 
343 
337 

Figura 4. Seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos deduzidas dos precursores das isofamas da 
crotamina, provenientes de seis clones de cDNAs (KA13, KA19, MK24, MK41, MK9 e MK38). Os cDNAs 
compreendem seqüências de 340 a 350 nucleotídeos, numerados do lado direito, codificando dois precursores 
de isorormas da crotamina. Suh;tituições significantes de nucleoodeos são evidenciaoos por rctângulos e o 
sinal de poli-adenilação marcado em negrito. As seqüências de aminoácidos são mostradas sob as seqüências 
de nucle<íídeos, que são mostrado> com cáligo de uma letra. Elas incluem 22 aminoácido> do peptídeo sinal, 
42 da crotamina matura e um resíduo de lisina que é removido após tradução. As seqüências de cDNAs 
descritas dos clones KA19, MK9 e MK41, foram submetidas ao GenBank e possuem os números de acesso 
AF044674, AF053075 e AF055988. 
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Todas seqüências predizem precursores da crotamina, quando comparado, com 

auxílio do BLAST, com seqüências de miotoxinas depositadas na base de dados do 

GenBank do NCBI, apresentam cisteínas conservadas, que são envolvidas nas pontes 

dissulfetos, e resíduos de aminoácidos básicos conservados, característicos dessa classe de 

miotoxinas (Figura 5). Esses precursores de crotamina possuem 63 aminoácidos, sendo os 

primeiros 22 resíduos correspondentes ao peptídeo sina~ os seguintes resíduos (de 23 a 62) 

incluem duas isoformas da crotamina e o aminoácido 63 corresponde a um resíduo de 

li sina, que é removido durante o processo pós-traducional. Das seis diferentes seqüências 

de cDNA, duas codifcam uma isoforma da crotamina que é identica àquela seqüência de 

aminoácido previamente publicada por Laure (1975) e as outras quatro seqüências de 

cDNA codificam uma isoforma da crotamina que possue um resíduo de isoleucina na 

posição 19 (crotamine-Ile 19). 

Sign a ture K.CH.K . GHCFPK .. I C.PPSSD . GKMDC.W+ . KCCKKGS . .. 

2895610 MKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAY 
2981144 MKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAY 
MYX1 CRODUMKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAY 
MYX2 CRODU-KILYLLFAFLFLAFLSEPGNAY 
MYX3 CRODUMKILYLLFAFLFLAFLSEPGNAY 
MYX 4 CRODU --------------FLsEpGNAY 
MYXC CRODU ----------------------Y 
MYX1 CROVV ------ ---------- ------Y 
MYX CROAD ----------------------Y 
MYXC CROVH ------ ----- - ----------Y 
MYX2 CROVV ----------------------Y 
MYX2 CROVC ------ ---------- - - ----Y 
MYX1 CROVC ---- - -----------------Y 
CRO Ile- 19 -------------------- --Y 

cc 
cc 
FclHI 
FclHI 
FCHI 

CC 

.RC 

.RC 

.BC 

f;( HC 
f;( HC 
f;( HC 

-

PKEKI PPSSD SGK--
PKEKI PPSSD SGK--
PKEKI PPSSD SGK--
PKEKI PPSSD SGK--
PKGKI PPSSD SGK--
PKEKI PPSSD SGK--
PKEKI PPSSD SG---

PPSSD SG---
PPSSD SVNNA 

SVN--
SVNNA 

PKEKI~[PPSSD~~~~WKWKgCKKgSVN--PKTVI PPSSD WKWK CKK SVN--
PKEKI PPSSD WRWK CKK SG---

65 
65 
65 
64 
65 
51 
42 
42 
45 
43 
45 
43 
43 
42 

Figura 5. Alinhamento das seqüências de aminoácido> da crotamina e várias miotoxinas de serpentes do 
gênero Crota/us. Acima das seqüências, é mostrado o consenso ("signature") dessas miotoxinas, sendo que o 
sinal "+" indica resíduos básicos de aminoáçidos alternativos. Seqüências 2895610 e 2981144 - prerursores 
de isorormas da crotamina de C. durissus terrificus (Rádis-Baptista et al. , 1999); MYX1_CRODU, 
MYX2_CRODU, MYX3_CRODU e MYX4_CRODU - seqüências da crotamina de C. durissus terrificuç 
(Smith and Schmidt, 1990); MYXC _ CRODU - crotamina de C. durissus terrificus (Laure, 1975); CRO _lle-
19 - crotamina lle-19 de C. d. rnrnima (dos Santos, 1993); MYX1_ CROVV - miotoxina-a de C. viridis viriru 
(Fox et a/., 1979); MYX_CROAD - CAM-toxÍDa de C. adamanteus (Samejima et al., 1991); 
MYXC_CROVH - peptídeo C de C.v.helleri (Maeda et a/., 1978); MYX1_CROVC e MYX2_CROVC
miotoxina I e li de C. viridis conc%r (Bieber et al., 1987). 



39 

4.2. Análise por Northern h/ot 

Desde que existe variação regional na composição do veneno das serpentes, uma 

análise foi feita por Northen bbt do RNA total e poli(Al de um espécime de cascavel (C. 

durissus terrificus) crotamina-negativo e 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 po1i(Al RNA 

crotamina-positvo. Por outro lado, nenhuma banda foi verifi::ada nas canaletas carregadas 

com amostras de RNA total e poli(A) de espécime crotamina-negativo, apesar da grande 

quantidade de amostras empregadas. As seqüências de cDNA descritas, proveniente dos 

clones KA19, MK9 e MK41, foram submetidas ao GenBank e possuem os nútreros de 

acesso AF044674, AF053075 e AF055988. 

1 2 3 

-- 285 

185 

- -O.4kb 

Figura 6. Análise por N<rthem Blot do RNA total e RNA poli(A+) isolados de glândula de veneno de C. d. 
terrificus crotamina-positivo e crotamina-negativo. RNA total (10 ~g) e RNA poli(A) (0,5 ~g) de C. d. 
terrificus crotamina-negativo (1 e 2) e poli (A+) (0,5 ~g) de C. d. terrificus crotamina-positivo (3) foram 
hibridizados CWl uma sonda de cDNA da crotamina marcado com digoogenina-dUTP (ver métodos). A 
migração das subunidades I8S e 28S do RNA riba;somal é indicada, bem COIOO o tamanho relativo do RNA 
mensageiro da O"otamina. 
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DISCUSSÃO 

Nessa parte do trabalho, é relatado a presença de precursores de isoformas da 

crotamina, baseado na análise de seqüência de nucleotídeos dos cDNAs obtidos da glândula 

de veneno de um único espécime de C. durissus terrificus, capturado em uma região 

geográfica determinada. 

Na busca de clones de cDNAs positivos para a crotamina, a biblioteca de cDNAs, 

construída com fagos recombinantes a partir de mRNA de glâmulas de veneno, foi 

rastreada com um método baseado na reação de PCR (Israel, 1993, 1995). Os cDNAs 

agrupados para alinhamento máximo, inclui ORFs que variam de 340 a 360 nucleotídeos, 

que compreendem 5' UTRs de tamanhos variáveis, duas seqüências completas de cDNAs 

que predizem duas isoformas de precursores da crotamina, sinais de poliadenilação e, 

também, 3' UTRs de tamanho variáveis. Após tradução das seqüências de nucleotídeos em 

aminoácidos e comparação no banco de dados do OWL usando o programa BLAST, foi 

verificado que todas as seqüências de cDNAs codificam isoformas funcionais da crotamim, 

desde que apresentam seqüências inteiras do precursores d essa toxina. 

Ademais, as seqüências de aminoácidos deduzidas apresentam a seqüência essêncial 

dos peptídios tóxicos crotamine-símile, ou das miotoxinas, isto é, 

KxCHxKx(2)HCx(2)Kx(3)Cx(8)Kx(2)Cx(2)[RK]xKCCKK, que representa as cisteínas 

conservadas, envolvidas nas pontes dissulfutos, e os aminoáciodos básicos conservados 

dessa classe de miotoxinas (Griffin & Aird, 1990). 

Uma isoforma da crotamina descrita aqui possui a seqüência de aminoácidos 

idêntica àquela descrita por Laure (1975), através de microseqüenciamento de proteínas, 

enquanto a outra isoforma possui um resíduo de isoleucina (lle) na posição 19 (crotamine 

Ile-19). Interessante, a existência de crotamina lle-19 tem sido relatada somente no veneno 

de C. durissus ruruima (dos Santos et aI., 1993) - uma subespécie de C. durissus que habita 

a região norte do Brasil, enquanto a subespécie terrificus é encontrada na região central e 

sul do país. 

A determinação precisa do local de captura dos espécimes é rmito importante para o 

estudo de toxinas, desde que a composição do veneno varia com a região e não está 

relacionado com das serpentes (Daltry et aI., 1996). É sabido que as cascavéis (C. d. 

terrificus) podem ser classificadas adicionalmente pela presença ou ausência de crotamina 

em seus veneoos em crotamina-positivo e crotamina-negativo (Schenberg, 1959a, b). A 

causa dessa diferença ainda não está esclarecida, mas, basicamente, deve ser em virtude da 

ausência de mRNA ou do gene da crotamina ou, bem como, um de seus componentes. 
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Para verificar se a :fàlta de crotamina no vereno de espécimes de serpentes 

crotamina-negativo é devido a ausência de mRNA na glândula de venero, foi feito uma 

análise por northem blot do RNA total e poli(A) de glândulas de um espécime de C. d. 

terrificus crotamina-negativo e RNA poli(A) de um crotamina-positivo, usando a 

seqüência inteira de um dos cDNAs dos precursores da crotamina com:> sonda. Os 

resllltados indicaram a presença de um transcrito de aproximadamente 0.4 kb nas amostras 

de RNA. mensageiros das glândulas de veneno de C. d. terrificus crotamina-positivo, que 

foi ausente em am:>stras de C. d. terrificus crotamina-negativo. 

Em vista de nossos dados, alguns comentários devem ser feitos a respeito do 

trabalho de Smith & Schmidt (1990): (1) eles analisaram 4 clones e, ainda que a análise das 

seqüências de nucleotídeos prediz múltiplas variantes da crotamina, somente duas possuem 

o codon ATG e, portanto, codifICando precursores funcionais; (2) essas múhiplas variantes 

mostram 5 a 6 substituições de aminoácidos em relação às seqüências descritas por Laure 

(1975) e dos Santos (1993) - uma alta taxa de substituição para um peptídeo de somente 42 

aa, embora isso possa ocorrer; (3) desde que sua biblioteca foi construída a partir de 

glândulas de três C. d. terrificus de regiões desconhecidas, é difícil discutir a respeito do 

número de isoformas presentes em um único animal; (4) não está claro se os três animais 

eram todos cotamina-positivos. 

As regiões codificadoras dos cDNAs da crotamina m:>stram um alto grau de 

conservação, mesmo naqueles cbnes em que se observa somente uma troca de nucleotídeo 

na posição 19 da seqüência da toxina (CTT ~ ATT). Em contraste, as regiões não 

traduzíveis 5' e 3' mostram algum grau de variação nucleotídica, ain:la que se pode 

observar alguma similaridade com 5' e 3' UTRs da miotoxina-a de C. viridis viridis (Norris 

et ai., 1996). 

Desde que há cDNAs precursores de duas isoformas da crotamina nas glândulas de 

veneno de um único espécime de C. durissus terrificus, seria interessante saber se aquele 

que codifica a crotarnina Ile-19 sería também expresso, diferencial ou igualmente, em 

populações de C. d. terrificus. 
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CONCLUSÃO I 

O screening por peR é uma técnica bastante eficiente para vasculhar bhliotecas de 

cDNA, agilizando o processo de busca dos clones positivos e reduzindo o trabalho e 

material dispendidos; 

A variação da composição do veneno de serpentes é um :fàto observável, entre 

espécies e dentro de uma mesma espécie. Aqui é mostrado uma variação dos mRNAs 

precursors da crotamina em um único espécime de cascave~ 

RNA editing e llDdificações pós-traducionais são mecanismos de produção de 

variantes em diversas famílias de toxinas, contudo não é certo que a presença de cDNAs 

precursores com Ile na posição 19 da crotamim se trata de editing (desde que essa isoforma 

não foi detectada, até então, no veneno de C d. terrificus). Por outro lado, é certo que o 

resíduo de lisina é removido após a tradução do RNA mensageiro; 

Ainda, os transcritos da crotamina só são encontrados em pool de RNA mensageiros 

proveniente de glândulas de veneno de espécim::s de C. d. terrificus crotamina-positivo. 

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

O gene da crotamina (Figura 7), número de acesso no GenBank AF223946 (Crt-pl, 

isolado de Cd.t. 9705) e AF223947 (Crt-pl, isolado de Cd.t. 9706), consiste de 1785 

nucleotídios e, através da comparação com as seqüências de cDNA dos precursores da 

crotamina publicadas (Rádis-Baptista et aI., 1999), é possível não só atribuir precisamente 

os limites dos exons e introns, mas também determinar o tamanho do transcrito primário. 

Esse gene contém 3 exons, contendo regiões codificadoras de 58, 124 e 13 nucleotídios 

(total de 195 nuc1eotídios), interrompidos por dois introns de 898 e 145 bp. As regiões de 

"splice" doadora 5' e receptora 3' estão em conformidade com a regra GT-AG, 

gAGGT/AGGa (Senapathy et aI., 1990). O primeiro exon compreende a região 5'-UTR 

com elementos promotores e reguladores e 58 nucleotídios que codificam os primeiros 19 

resíduos de aminoácidos (dos 22 resíduos) que caracterizam o peptídio sinal (ou seqüência 

líder) do precursor da crotamim; o segundo exon (124 bp) codifica os últimos três códons 

do peptídio sinal a e a maior parte da toxina matura (39 resíduos dos 42); o terceiro exon 

contém os códons dos 4 últimos resídoos carboxi-terminais da toxina (um resíduo é 

removido após a tradução), bem como a região 3'-UTR do cDNA da crotamina. Na região 

5'-UTR do gene, o TATA Box (ATAATA) está localizada a-52 nt do códon de iniciação e 

outros sítios regulatórios hipotéticos corro NF-KB, NF -1, SP-l e GATA-I. 
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Crt - pl ttttcccaaaacccacccataaaaatgtgtcgcccatgatagcagtgccaaccccagatt 60 
Crt - pl tccaccacttagttctaagggctcttcccaaagtccagccattggtgaacatggccgagc 120 

Crt-pl attatcatcgtggactgtagagtttggacagcaattcagtaaggaattttctttgaccca 180 

Crt-pl ttcggacactgcaagtcctgagcctcccatcttttatagccatagcaggttagatgttca 240 

Crt - pl actaagtttgctgctcttctcagggcctttgtaacagctaacaaacaggagtgtttcaat 300 

Crt - pl acaaggaagatgcaccgttgccttaggtaagaactattttgcaacagttcactgaggtga 360 

Crt - pl tatgatgcaatgattacaactccataaatagagagccacgtctgtcccaggactaagatt 420 

Crt -pl tggtccagaaccagtctcagcatgaagatcctttatctgctgttcgcatttcttttcctt 480 
cDNA ccagaaccagtctcagcatgaagatcctttatctgctgttcgcatttcttttcctt 56 

M K I L Y L L F A F L F L 
Crt - pl gcattcctgtctgaaccagqtaagaaataaaattactagataatttacaaaggattggta 540 
cDNA gcattcctgtctgaaccag 76 

A F L S E P 
Crt -pl 
Crt -pl 
Crt - pl 
Crt -pl 
Crt -pl 
Crt - pl 
Crt - pl 
Crt - pl 
Crt -pl 
Crt -pl 
Crt - pl 
Crt - pl 
Crt-pl 
Crt-pl 
Crt - pl 
cDNA 

actcactcctttttaaacaaatacgatcttcactgaaagtaggataatcttcaacatctt 
tttgttttactttacagaaatagctttgaacagtatagactattgacagcatgagcctcc 
aaagatttgaaaaatatgccattgatttttcttttcattcacaattcttgaaagagcttt 
attggggtttttgttagtgtagcttattttgggggggtacgcttcactttagtattggtt 
taccaaattctcagccaaatatgttttgtctgaataaggaggcacaatagagaaacagtt 
tggtctaagtgattagagcaaaacactgcaactctgggtactgagttccagtcccacctt 
gggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacaggttttgataaaaagaaaag 
aatataagttactattgtttctacttggaaactgcttctggcctttgtgcttggaggtgg 
aaagaatgatactatgaattttgggggtttactgattaaaacggatttgtttgaaaaatg 
gcttattcccacttaatacagaaaatgccaaaaatttgaaaaatccaatttcatgcccat 
tttactgcaacagggaatcggaagtcaacgccttttgtttctcccccccactttccacat 
ttcccctttccctatagttgttccttactatttgctttttattttgatatttttatgttc 
taaatgaataagaatataaattgataaaggaatcctgcagttctgtagaagaaggtagtg 
tcttggaaggaaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgtttacctgtctc 
ctctttttcttttcataqggaatgcctataaacagtgtcataagaaaggaggacactgct 

ggaatgcctataaacagtgtcataagaaaggaggacactgct 
G N A Y K Q c H K K G G H C 

600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 

1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 

118 

Crt - pl ttcccaaggagaaaatatgtcttcctccatcttctgactttgggaagatggactgtcgat 1500 
cDNA ttcccaaggagaaaatatgtcttcctccatcttctgactttgggaagatggactgtcgat 174 

F D K E K I C L P P S S D F G K MDC R 
Crt - pl ggagatggaaatgctgtaaaaaqtaagaaaactaatagagatactacagatagagtacat 1 560 
cDNA ggagatggaaatgctgtaaaaa 199 

W R W K C C K K 
Crt -pl 
Crt -pl 
cDNA 

Crt - pl 
cDNA 

Crt -pl 
CDNA 

catgagattctctgcctgatattgtctgcattcacaaagctttgcaaagcaaagaattta 
ctttaaactcactttgatcaacttattattttttttcatttgtataqgggaagtggaaaa 

gggaagtggaaaa 
G S G K 

taatgccatctccatctaggaccatggatatcttcaagatatggccaagggacctgagag 
taatgccatctccatctaggaccatggatatcttcaagatatggccaagggacctgagag 
Stop 

tgcctgctatcgctttatctttctttatctaaataaaattg 
tgcctgctatcgctttatctttctttatctaaataaaattgctacctatcaacgct 

1620 
1680 

212 

1740 
272 

1781 
331 

Figura 7. Seqüência nucleotídica do gene da crotamina (Crt-pl ). O gene foi alinhado com o 
cDNA precursor de uma das isoformas da crotamina para atribuição dos límites entre os exons e 
os introns. Os elementos reguladores prováveis estão evidenciados por retângulos. Os exons se 
encontram sublinhados e a seqüência de aminoácidos é mostrada abaixo, em código de uma letra. 
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4.4. Identificação do gene crotasin (Cts-p2) - um gene intra-específico relacionado ao 

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

somente em pool de rnRNAs ~olado do veneno da glândula de veneno de espécimes de 

cascavel crotamina positivo, mas não de crotamina-negativo (Rádis-Baptista et aI., 1999). 

Entretanto, análise por Southem blot de DNA genômico, extraído e purificado do figado de 

espécimes de C. d. terrificus crotamina-positivo e -negativo, indicou a presença do gene da 

crotamina ou um gene relacionado à crotamina em ambos os genomas (Oguiura et aI., 

1998). Esse fato vinha a indicar a presença e um provável gere defectivo da crotamina no 

genoma, de cascavel crotamina-negativa, ou a presença de um gene relacionado a aquele. 

Para isolar o gene relacionado ao Crt-pl, do genoma de cascavel crotamina

negativa, primers de oligonuc1eotídios, cujas seqüências fhnqueiam o gene Crt-pl, foram 

sintetizados e empregados em LD-PCR (PCR de longa distância - ver métodos) usando, 

como molde, DNA genômico ioolado de figado. Essa reação rendeu um produto de ~ 2.5 kb 

(2482 nt), ~ 0,7 kb mais bngo que o gene Crt-pl, de ~ 1.8 kb (1785 nt). Comparação dessa 

seqüência gênica amplificada com o gene Crt-pl revelou a presença do mesmo tipo de 

organização gênica, isto é, três exons interrompidos por do is introns de diferentes tamanhos 

e fases (Figura 8 e Tabela 2). Também, os mesmos elementos reguladores teóricos e sítios 

de processamento ("splice site") estão presentes, sugerindo que se trata de um gene 

funcional - o que foi compravado adiante. Por outro lado, um alto grau de divergência é 

observado no exon II de ambos genes (59 % de similaridade) (Tabela 3). Inserções e 

deleções também são detectadas, não só nos exons como nos introns. Inserções variam de 

um a centenas de nuc1eotídios - uma inserção de 760 bp no intron I decorre de uma 

duplicação de um segmento intrônico. A região codiflCadora (exônica), num total de 189 nt, 

compreende o peptídio sinal (66 nuc1eotídios), e o produto maturo (123 nuc1eotídios). Há 

um a deleção de seis nuc1eotídios (dois códons), que não alterou a fase de leitura, mas que 

permite formar um produto dois aminoácidos ma~ curto que a crotamina, de 43 resíduos. 

Na região que conceme à crotamina propriamente dita, substituições que totalizam 51 

bases, das 123 presentes, resulta em substituições predominantemente não sinônimas, 

originando genes parálogos, com somente 11 aminoácidos conservados, dentre eles todos 

os seis resíduos de cisteína. Em decorrência desse achado (e com base em experimentos 

adicionais obtidos), foi dado a esse gene o nome de crotasin (Cts-p2) - número de acesso 

no GenBank AF250212. 



Figura 8. Comparação entre as seqüências nucleotídicas do gene da crotamina (Crt-pl) e do gene do 
crotasin (Cts-p2). Os elementos que podem ligarproteinas regulatórias estão destacados por retângulos. 
Os nucleotídios do gene Cts-p2, que diferem do gene Crt-pl, estão evidenciados em preto. Os exons 
estão sublinhados e abaixo estão representadas as seqüências de aminoácidos dos dois genes. Os sítios 
de clivagem 5' -doador e 3' -aceptorestão em negrito, nos limites dos exons e dos introns. 

Crt-pl tt ttcccaaaacccacc ",traa;,a' ' tgtgtcgcccatgatagcagtgccaaccccagatt tccac 
Cts - p2 ccg4c14at_ 

65 
12 

Crt-pl cacttagttctaagggctcttcccaaagtccagccattggtgaacatggccgagcattatcatcg 130 
Cts-p2 cc •• gt . gC1 9 32 

Crt-pl tggactgtagagtttggacagcaattcagtaz ''''_' ___ '''''''''' '_''1 
Cts - p2 tgtgctl gaattcgccc 1I111111IÍÍlcactgcaag 
Crt-pl tcctgagcctcccatcttttatagccatagcaggttagatgttcaactaagtttgctgctctt~ 
Cts- p2 tcctgagcctcccatcttttat tagcaggttagatgttcaactaagtctgctgctctcct 

~F-l Snl 
Crt-pl !caggg cc~t tgtaa cagctaacaaacF'g~f9.9l;~tjt caa tacaagg aaga tgcaccgt tg c ct ta 
Cts-p2 cagggcttttgtaacagctaacaaataggagtgtttcaatacaaggaagatgcaccgttgcctta 

TATA Box 

Crt- pl ggtaagaactattttgcaacagttcactgaggtgatatgatgcaatgattacaactcc~taaa~j 
Cts-p2 ggtaagaactattttgcaacagttcactgaggtgatatgatgcaatgattacaactccataaata 

Crt-pl gagagccacgtctgtcccaggactaagatttggtccagaaccagtctcagcatgaagatccttta 
M K I L Y 

Cts-p2 gagagccacgtctgtcccagg~aagatttggtccagaaccagtctcagcatgaagatccttta 
M K I L Y 

195 
60 

260 
121 

325 
186 

390 
2 51 

455 

316 

Crt -pl tctgctgttcgcatttcttttccttgcattcctgtctgaaccagqtaagaaataaaattactaga 520 
L L F A F L L L A F L S E P 

Cts - p2 tctgctg~cgcatttcttttccttgcattcctgtctga~cagqtaagaaataaaattactllll 381 
L L S A F L L L A F L S E S 

Crt-pl taatt-tacaaaggattggtaactcactcctttttaaacaaatacgatcttcactgaaagtagga 584 
Cts-p2 ~~acaaaggattggtaactcactcctttttaaacaaatacgatcttcactgaaagtagga 446 

Crt- pl taatcttcaacatctttttgttttactttacagaaatagctttgaacagtatagactattgacag 649 
Cts - p2 taatcttcaacatctttttgttttactttacagaaatagctttgaacagtatagaclattg~ 511 

Crt-pl catgagcctcccaaagatttgaa------------------------------------------ 671 
Cts-p2 catgagcctcccaaagatttga 576 

Crt-pl 
Cts-p2 

Crt-pl .-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-. Cts-p2 

671 
641 

671 
706 

671 
771 

671 
836 

671 
901 

671 
966 

671 
1031 

671 
1096 



Crt -pl 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 Cts-p2 

Crt-pl 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 Cts-p2 

Crt-pl -----------------------------------------------------aaatatgccatt 
Cts-p2 aatatgccatt 

Crt -pl gatttttcttttcattcacaattcttgaaagagctttattggggtttttgttagtgtagcttatt 
Cts- p2 g~tttcttt~attcacaattcttgaaataactttattggg~ttttgtllltgtagcttatt 

Crt-pl ttgggggggtacgcttcactttagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtctga 
Cts- p2 t~g~tacgcttcactttagtatt~ttac~attctcagccaaatatgttttgtlllga 

Crt-pl ataaggaggcacaatagagaaacagtttggtctaagtgattagagcaaaacactgcaactctggg 
Cts- p2 ataaggaggc~~agaaacalltttggtct~tgattagagcaaaaca~aactctggg 

Crp-pl tactgagttccagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacaggt 
Cts - p2 tactgagtt~allt cccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacag~ 

Crt -pl tttgataaaaagaaaagaatataagttactattgtttctacttggaaactgcttctggcctttgt 
Cts-p2 tttgataaa~aaaagaataaaagg;~attgtttctacttggaaactgctt tgt 

Crt - pl gcttggaggtggaaagaatgatactatgaattttgggggtttactgattaaaacggatt--tgtt 
Cts - p2 gctt9ll~~~atgatactatg~tt~gggtttactgatt~~tlllll~ 

Crt-pl tgaaaaatggcttattcccacttaatacagaaaatgccaaaaatttgaaaaatccaatttcatgc 
Cts-p2 .gallaaatggctllttcllac~atacagaa~gcllaaaallttlllalhl~~tttcatgc 

Crt-pl cc- attttactgcaacagggaatcggaagtcaacgccttttgtttctcccccccactttccacat 
Cts-p2 ~atttttltgcaacagggaatcggaagtcaacgccttttgtttc~ccccccacttt ccacat 

Crt -pl ttcccctt--------tccctatagttgttccttactatttgctttttattttgatatttttatg 
Cts-p2 ttcccctt tcc~~gttgttccttactatttgctttttattt tllatatttttatg 

Crt-pl ttctaaatgaataagaatataaattgataaaggaatcctgcagttctgtagaagaaggtagtgtc 
Cts-p2 ttlltaaatgaataagaatataaa~gataaaggaatcctgc~tctgtagaagaaggtag~c 

Crt- pl ttggaaggaaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgtttacctgtctcctctttt 
Cts-p2 ttggaag~aaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgtttacctgtctcctctttt 

Crt- pl tcttttcatagggaatgcctataaacagtgtcataagaaaggaggacactgctttcccaaggag~ 
G N A Y K Q c H K K G G H C F D K E 

Cts- p2 tcttttcatagggaatgc~cagtgt~9IIa~gsIIEtg~1IFca 
G N A Q P Q c R W L D G F C H S S 

Crt-pl aaatatgtcttcctccatcttctgactttgggaagatggactgtcgatggagatggaaatgctgt 
K I C L P P S S D F G K MDC R W R W K C C 

Cts-p2 Lgtclllct~~c~~tgg9la9llggactgt~g, g~gct~ 
C P S G T T S I G Q Q D C L W E S C C 

Crt- pl aaaaagtaagaaaa-------ctaatagagatactacagatagagtacatcatgagattctctgc 
K K 

Cts - p2 ataccqtaagaaaa ctaatagagatactacaga~gtaca~tgagattctctgc 
I P 

Crt -pl ctgatattgtctgcattcacaaagctttgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatca 
Cts-p2 ctgatattgtttgcattcacaaagctttgcaaagc~gaatttactttaaactcactttgatca 

Crt-pl acttattattttttt- tcatttgtataqgggaagtggaaaataatgccatctccatctaggacca 
G S G K * 

Cts- p2 acttattatttttttltcatttgtatag9lg~9IIaaataatgccatctccatctaggacca 
R Y E K * 

Crt-pl tggatatcttcaagatatggccaagggacctgagagtgccgcctgctatcgctttatctttcttt 
Cts-p2 tggatatcttcaagatatggccaag~cctgagagtgccgcctgcta 

Crt-pl atctaaataaaattg 

46 

671 
1161 

671 
1226 

671 
1291 

671 
1356 

684 
1421 

749 
1486 

814 
1550 

879 
1614 

944 
1678 

1009 
1733 

1072 
1796 

ll37 
1857 

1201 
1922 

1258 
1987 

1323 
2052 

1388 
2117 

1453 

2179 

1518 

2241 

1576 

2306 

1641 
2370 

1706 

2435 

1771 
2482 

1785 



47 

Tabela 2. Comparação entre os exons e introns de Crt-p1 e Cts-p2 
Ctr-p1 Cts-p2 

Tamanho (bp) 1785 2482 

Exonl 

lntron I 

ExonIl 

lntronll 

ExonIlI 

441 (5'-UTR) + 58 (CS) * 

898 

302 (5'-UTR) + 58 (CS) 

1762 

124 118 

145 152 

13 (CS) + 104 (3'-UTR) 13 (CS) + 73 (3'-UTR) 

*CS - seqüência codijicadora; 3'- e 5'-UTR - região não traduzível3' 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 relação 

bases totais ao Crt-p1 
Peptídio sinal 2/66 96,9 

Região codificadora 

crotamina 

lntrons 

5'-UTR 

3'-UTR 

51/123 

81/1043 

29/441 

0/104 

4.5. Análise da expressão do gene Cts-p2 em C. d. terrificus por RT-PCR 

59.5 

93,4 

93,4 . 

100 

A fim de verifcar se o gene crotasin é expresso na glândula de veneno ou em outros 

tecidos da serpente, RT -PCR foi usado, empregando RNA total e primers específicos ao 

gene. A expressão de Cts-p2 foi avaliada em seis diferentes órgãos de cascavel crotamina

negativa: cérebro, glândula de veneno, coração, figado, pâncreas e rins. Conforme visto 

pela Figura 9, crotasin é majoritariamente expresso em pâncreas, seguido de coração, 

figado e rins, enquanto é muito pouco expresso em glândula de veneno. 
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Figura 9. Expressão do crotasin em diferentes tecidos de C. d. terrificus crotamina
negativo. RNAs mensageiros de cérebro, glândulas de vereno, coração, fígado, pâncreas e 
rins foram isolados e utilizados no RT-PCR, com os primers específicos para o crotasin 
(H1O e CTS-RV). Corro controle, um segmmto da [3-actina foi transcrito de forma reversa 
e amplificado com pritrers específicos. Em A, a reação de transcrição reversa foi feita 
separadamente da reação de amplificação. Em B, a reação de transcrição reversa e de 
amplificação foram procedidas em um único tubo. 

~ 1 

, . I 
• ,l l~ ' ~ ~\ 
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4.6. Detecção 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 presença desse 

gene. Usando DNA genômico de figado de vários espécirres de Cd.terrificus crotamina

positivo e - negativo (como controle) e os primers específicos ao gene Cts-p2 (primer sense 

HI0 e anti-sense CTS-MRV), numa reação de PCR convenciona~ produtos de ~ 1.3 kb são 

obtidos, compatíveis com um segmento gênico que compreende o irúcio da seqüência 

nucleotídica do peptídio sinal e da porção 3' final do exon 2 (correspondendo à porção 

carboxi-terminal da toxina madura). Porém, surpreendentemente, sem a duplicação do 

segmento intrônico, que caracteriza o gene Cts-p2 (Figura 10). A identidade desse produto 

foi confirmada por seqüênciamento do produto de PCR obtido do genoma de ambas 

variantes de cascavéis (resultados não mostrados). 

DISCUSSÃO 

A organização estrutural do gene da crotamina é muito similar àquela da maioria 

dos genes de toxinas: (a) o primeiro exon contém, além da região 5'-UTR, o peptídio sinal 

quase completo, seguido por um intron relativamente longo (~ 0,7 kb); (b) o segun:lo 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 porção C-terminal da toxina e a região 3'-UTR do 

cDNA. Uma peculiaridade do gene Crt-pl é a fase dos introns que difere de outras toxinas: 

a terminação 3' dos exons I e III são interrompidos após o prmeiro nucleotídio do último 

códon (intron fase 1), enquanto o exon II tem sua terminação 3' interrompido pelo intron 

após o segundo nuc1eotilio do códon (intron fuse 2). Os exons de outras toxinas, como os 

dos genes de neurotoxinas pós-sinápticas e de isoformas de cardiotoxinas (Fuse et aI., 1990; 

Chang et a1., 1997a; 1997b AfJ:fiyan et a1., 1999), são sitretricos, isto é, os exons são 

interrompidos por introns de mesmas fases - nesses últimos casos, introns de fase LA 

Figura 11 mostra esquematicamente o tipo de organização gênica de Crt-pl, comparando 

esse gene com aquele de uma pequena toxina básica, ie., o gene da cardiotoxina de Naja 

naja sputatrix (Lauchumanam et aI., 1998), cuja atividade farmacológica não é relacima à 

da crotamina. 
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Figura 10. Identificação do gene crotasin (Cts-p2) no genoma de C durissus terrificus 
crotamina-negativo e crotamina-positivo. DNAs genômicos isolados e purificados de 
fígado de cascavéis crotamina-positiva e negativa roram usados como molde, em uma 
reação de peR (ver métodos). Cd.t. 00081, 00083, 9315 e 9315-2 se referem a DNAs 
genômicos de C d. terrificus crotamina-negativo, enquanto Cd.t. 001, 002, 9705 e 9706, 
aos de C d. terrificus crotamina-positivo. Em A, são mostrados os produtos de 
amplificação que correspondem aos genes Crt-p1 e Cts-p2. Em B, são roostrados 
fragmentos de Cts-p2 amplificados com pritrers específicos e internos ao gene. 
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Figura 11. Organização Estrutural do gene da crotamina (Crt-pl) e comparação com o gene da cardiotoxina 
(CTX). O gene da crotamina (Crt-pl), do trabalho descrito aqui, e o gene da cardiotoxina - CTX, de Naja naja 
sputatrix (Lachumanan et aI. , 1998) são apresentados esquematicamente, nos quais os retângulos pretos indicam 
seqüências codificadoras para os respectivos peptidios sinais, enquanto os retângulos em malha representam as 
seqüências codificadoras para a toxina matura de ambos genes. As j unções dos exons e introns são descritas, bem 

Ainda que o gene da crotamina tenha sido isolado de dois espécimes diferentes de 

C d. terrificus crotamina-positivo (Cd.t. 9705 e Cd.t. 9706) somente um tipo de gene 

codificando a crotamina fui 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 (Rádis-Baptista et aI., 1999). 

Dentre esses, precursores de duas isoformas da crotamina e quatro precursores com 

pequenas variações nucleotídicas na região 5'- e 3' -UTR. Conseqüentemente, seria 

esperado, como uma possível organização gênica, uma distribuição em "tandem repeat" do 

gene da crotamina. De fato, ao contrário de uma organização em tandem, a maior parte dos 

genes de toxinas é responsável tarnrem pela codificação de uma única lIDlécula de cDNA 

e, portanto uma única cópia de peptídio tóxico por molécula de cDNA (e.g., Becerril et aI., 

1997; Lauchumanan et aI., 1998, Chang et aI., 1999). Contudo, em algum casos, como as 

sarafotoxinas do veneno de Astractaspis (Ducancel et aI., 1993), o próprio cDNA de toxinas 

se apresenta na forma de rosário, isto é, várias cópias do peptídio estão contindas na mesma 

molécula de cDNA Ainda que a família da miotoxina crotamina-símile apresenta diversas 

variantes, somente uma pequena divergência das seqüências de aminoácidos tem sido 

observada (Figura 3). 
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Do gênero Crotalus, habitando as pradarias do oeste Americano (Crotalus viridis 

viridis), aos pampas Argentinos (Crotalus durissus), as miotoxinas dos venenos desses 

espécimes não mutaram muito - conservam 86 % de similarXiade entre suas seqüências de 

amiooácidos (Ownby, 1998) - sugerindo que essas toxinas constituem produtos de uma 

origem recente. Considerando que tais pequenas toxinas básicas evoluíram recentemente, é 

de grande interesse traçar , baseado na organização gênica de Crt-pl, como tais toxinas têm 

evoluído. 

Tem sido sugerido que a estrutura de "gene em peças" é uma fOrma primitiva de 

organização gência, na qual "proteínas em peças" são traduzidas (Blake, 1978). Esse 

conceito original é concordante com a "teoria exônica do gene" (Gilbert, 1987), onde 

embaralbamento dos exons ("exon shuffling") possui um papel primordial na evolução de 

proteínas, dando origem a explosção da diversidade protéica. Enquanto embaralbamento de 

exons ou de domínios protéicos ("exon or domain shuflling") apresenta um papel 

preponderante na evolução de muitos genes antigos ou modernos, somente exons 

simétricos, interrompidos por introns de mesma fase - principalrrente fase O e 1, podem 

sofrer embaralharrento sem mudança da leitura de fase (Patthy, 1987). Em adição, 

embaralbamento de exons ou domínios de proteínas é restrito ao so rtimento de domínios 

em proteínas modulares (Patthy, 1999a). Evidentemente, no caso específico da crotamina, 

um protomódulo pode ser identificado, desde que o gene do peptídio tóxico consiste de um 

único módulo (domínio estrutural) e um peptídio sina~ compreendendo assim um estágio 

de modularização. 

Em relação à presença de um -iltron relativamente longo irterrompendo os exons do 

gene Crt-p 1, é interessante notar que pelo exposto acima, os introns possuem papel na 

recombinação gênica - exon shuffling se dá pela recoml:IDação intrônica (Patthy, 1999b) 

não se tratando de ')unk DNA". Por exemplo, tem sido observado que, em Drosophila 

melanogaster, a taxa de recombinação é associada ao tamanho do intron (Carvalho & 

Clark, 1999). Ademais, em Conus sp - um molusco que apresenta uma "liblioteca de 

peptídios tóxicos" na sua glândula de veneno, a seqüência liler, a pró-região e a região da 

toxina matura do propeptídio são também ~parada por introns relativamente longos, e tal 

organização permitiria diferentes taxas de mutações nos três exons separados (Oliveira et 

aI., 1999). 
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A clonagem e caracterização do gene da crotamina permitiram isolar e identificar o 

pseudogene, naquele IIDmento, da crotamina ou um gene desconhecido relacionado ao 

gene da crotamina. Empregando DNA genômico do Ilgado de cascavel crotamina-negativa 

e primers específicos às regiões não-codificadoras de Crt-pl foi obtido um produto de 

aproximadamente 2,5 kb, numa reação de LD-PCR. Comparação e análise entre esse 

segmento gênico e o gene da crotamina reveleram que ambos apresentam a mesma 

organização gênica geral, isto é, o segmento gênico isolado do genoma de espécirre de 

cascavel crotamina-negativo apresenta também três exons, cujos exon I e 11 são 

interrompidos por um intron relativamente longo (1768 nt) e os exons 11 e III por intron 

curto (152 bp). O primeiro exon compreende a porção 5'-UTR e a maior parte do peptídio 

sina~ o segundo exon codifica os três últimos resíduos carboxi-terminais do peptídio sinal e 

a quase totalidade do provável peptídio, e o terceiro e último exon compreende os quatro 

resíduos carboxi-terminais restantes e a região 3' -UTR. Também esse gene provável possue 

introns de diferentes fases e tamanho, isto é, como no caso do gene Crt-pl, o primeiro 

intron de fase 1 e o segundo intron curto de fase 2 f1anqueiam um exon assimétrico. 

Curiosamente, nesse caso particular o intron I é ~ 0,8 kb maior que o intron correspondente 

no gene da crotamina, em função de um segmento intrônico duplicado. Como anotado 

anteriormente, esse tipo de organização estrutual do gene de toxinas permite que diferentes 

taxas de mutação e divergência ocorram nos exons. Por exemplo, a similaridade entre os 

exons considerados é de 62,8 %, enquanto a divergência entre os introns é de 7,7 %. Por 

outro lado, é de aceitação geral que a taxa de evolução dos introns é maior que aquela dos 

exons (Kimura, 1983; L~ 1997), de modo que os genes de toxinas de C. d. terrificus, 

descritos aqui e outros, tais quais os genes de isoenzimas de PLA2, em Trimerusurus (habu 

snake) (John et aI., 1994; Nakashima et aI., 1995; Kordis & Gubensek, 1996; Ohno et aI., 

1998), não se incluem ressa regra. Na verdade genes de toxinas não estão sujeito à mesma 

pressão evolutiva que a maioria dos genes (Patthy, 1999b). Em adYyão, hipermutação de 

aminoácidos (evolução acelerada), em determinados segmentos gênicos, é a base para 

diversificação de várias famílias de proteínas, cujos genes sofreram duplicação. 
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Esse mecanisroo de diversificação provê um meio do hospedeiro aumentar seu 

repertório protéico para determinados alvos celulares. Por exemplo, a evolução acelerada, 

restrita a alguns exons, também é o mecanismo de diversifIcação de membros da família 

das elaflnas - inibilores de elastase (T amechika et aI., 1996), do s sítios de reconhecirrento 

de antígeno dos complexos de histocompatibilidade priocipal (MHC) (Hughes et ai, 1990), 

de serpinas (serine protease inhhitors) de parasitas (Hill et aI., 1987), bem como tio ninas -

uma família de peptídios antibióticos de plantas (Castagnaro et aI., 1992). 

lniciahnente, foi pensado que essa seqüência gênica, de ~ 2,5 kb, fosse o 

pseudogene da crotamina, em virtude do alto grau de divergência em relação ao gene da 

crotamina. Entretanto, foi observado que (a) os elementos reguladores teóricos, tal como o 

TATA Box (a -58 bp dp códon de iniciação), permanecem intactos (b) os sítios de 

c1ivagem 5' -doador e 3' -aceptor da junção exonlintron estão conservados; (c) não há 

truncamento em decorrência de um stop códon que poderia ser formado aleatoriamente (c) 

há a falta de seis nuc1eotídios no exons TI (correspondendo a dois códons) - o que formaria 

um produto mais curto em dois resíduos de aminoácidos, em relação à crotamina, 

entretanto há preservação da fase de leitura do peptídio (d) os seis resíduos de cisteínas -

responsáveis pela confurmação do peptídio tóxico, também estão preservadas. Logo, a 

hipótese inicial de um gene defectivo da crotamina foi descartada. 

Baseado nesses fatos, a investigação sobre a habilidade de tal gene ser expresso, em 

vários tecidos de cascavel crotamina-negativa foi iniciada. Os ácidos ribonuc1éi.:os totais 

(RNA) e mensageiros (mRNA) de cérebro, glândula de veneno, coração, fígado, pâncres e 

rins de cascavel crotamina-negativa foram isolados e utilizados mure reação de transcrição 

reversa com PCR acoplada (RT-PCR). Primers de oligonuc1eotídios específicos à seqüêncR 

do peptídio sinal (exon I) e porção terminal da toxina matura (exon lI) foram empregados. 

Com essa análise pôde ser verifIcado que, não só o gene relacionado a crotamina é 

transcrito - isto é, o gene é expresso, mas também há transcrição diferencial ros órgãos. 

A expressão desse gene relacionado acrotamina, crotasin (Cts-p2) , é majotitária no 

pâncreas, seguido no coração, no fígado e nos rins, sendo parcamente detectado na glârxiula 

de veneno. Esse achado é bastante interessante, visto que as glândulas de venero 

constituem um tecido secretor relacionadado a outras glândulas digestivas, como ao 

pâncreas. 
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Por exemplo, há uma ligação evolutiva entre toxinas sintetizadas nas glândulas de 

veneno e componentes não tóxicos presentes em outros tecidos, como as fosfolipases, onde 

essas podem exercer uma multiplicidade de ativilades biológicas não tóxicas. Contudo, não 

é sabido se esse fato é uma ligação entre a emergência 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 expressão é predominante em outros tecidos, exceto 

glândulas de veneno, ainda que sua função seja desconhecida até o momento. 

Visto que o gene crotasin é expresso em diferentes órgãos 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 Cts-p2) , enquanto os espécimes 

crotamina-negativos somente o gene Cts-p2. 

Com base na análi<>e do cladograma da família das pequenas miotoxinas oosicas 

crotamina-símile, que compreende seqüências aminoacídicas de toxinas isoladas de 

cascavéis do oeste Norte-Americaro, bem como da América do Sul, é notado que não há 

grande divergência, :isto é, os membros são bem conservados (compartilham 86 % de 

similaridade). Em contraste, o peptídio crotasin é altamente divergente - somente onze 

resíduos de aminoácidos são conservados em relação à crotamina. Ainda, ao contrário do s 

membros dessa família e, em particular, da crotamina, o crotasin não é positivarrente 

carregado. De fato, o crotasin é ligeiramente ácido (P! teórico menor que 7), devido a 

presença de somente um resíduo de lisina e quatro de glutamina, ao passo que a crotamina 

possue dez e um, respectivamente. 

Tomado como um todo, não fica difícil inferir que Crt-pl originou por duplicação 

de um gene ancestral, que é também comum ao Cts-p2. Dessa forma Crt-pl e Cts-p2 são 

gene parólogos que surgiram por evolução acelerada (ou seleção positiva Darwiniana) do 

exon n, sendo a crotamina (e peptídios da mesma família) o produto mais recente desse 

processo. Essa evolução acelerada é permitida e restrita a um exon, em função da 

organização estrutural do gene. Tal arranjo gênico tem atendido eficientemente a evolução 

de peptídio tóxicos como é atestado pela semefuança estrutural entre genes isolados de 

animais filogeneticamente distintos. 
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Por exemplo, os genes da y-toxina do veneno de escorpiões do gênero Tityus 

(Becerril, 1996; 1997), de toxinas de veneno que agem em camis de r de escorpiões da 

espécie Buthus martensis (Zeng et aI., 2001), de peptídios bioativos - variantes de 

dermaseptin- da pele de anfibios (Vouil1e et aI., 1997), bem como de toxinas de Conus sp, 

como já mencionado, compartilham todos o mesmo arranjo gênico que a crotamina e o 

crotasin, diferindo quanto à simetria do exon (ou fases dos introns) e quanto à presença de 

um terceiro exon (exon IH). 

CONCLUSÃO II 

A crotamina é codificada por um único gene (Crt-pl), constituído por três exons e 

dois introns de diferentes fuses e comprimentos. O gene Crt-pl está unicamente presente no 

genoma de espécimes de cascavéis crotamina-positivos. 

Investigação sobre a razão da ausência do gene da crotarnina em espécimes de 

cascavéis crotamim-negativa levou a descoberta não de um gene defectivo (e.g., um 

pseudogene), mas a de um gene parólogo, crotasin (Cts-p2), altamente divergente e com a 

mesma organização gênica. 

Genes constituídos por três exons (ou eventualmente dois), cujo exon I codifIca, 

além da porção 5' -UTR, a maior parte de um peptídio sina~ os segundos exons 

compreendendo toda ou a maior part e da toxina matura (dependendo do (poli)peptídio) e, 

um terceiro exon (ausente em alguns casos) que codifica a porção carboxi-terminal da 

toxina e a região 3' -UTR, são característicos dos genes de toxinas e peptídios 

biologicamente ativos, presentes no genoma de animais ffiogeneticamente distintos. Essa 

estrutura gênica inlica que tal organização atende, de forma efIciente, a evolução de 

toxinas e a manutenção de um típico "cassete de secreção". 

Baseado na observação que Cts-p2 é: (i) expresso em diferentes tecidos; (ii) 

altamente divergente dos memlros da família de rniotoxinas crotamina-símile; (iii) parte de 

ambos os genomas das variantes de cascavéis; conclui-se que Crt-pl e Crt-p2 originaram 

por duplicação de um gene ancestral comum. A organização estrutural desses genes 

permitiu que o exon H sofresse hipermutação dando origem a genes parólogos, com 

propriedades bioquímicas distintas. Sendo assim, o gene da crotamina, bem como seu 

produto, seria provavelmente o resultado mais recente desse processo evolutivo. 

Por fIm, a falta de crotarnina no venero de cascavéis crotarnina-negativa é, 

portanto, conseqüência da ausência deCrt-pl nos seus genomas. 



4. 7. Comparação do produto do gene crotasin com peptídios e domínios protéicos 

Como primeira etapa na elucidação da função biológica do produto do gene 

crotasin, uma busca em banco de proteínas foi :feita, conforme descrito em métodos. Dois 

grupos de domínios e de peptídios mostram certa similaridade com o crotasin (Figura 12): 

(1) domínio rico em cisteína de receptores de fatores de crescimento de hepatócito (HGFR) 

e (2) galinacmas, peptídio antibióticos encontrados em linfócitos de Gallus gallus. 

A 

B 

Crotarnine 

Crotarnine-Ile 19 

Myotoxin

Myotoxin 2 and 3 

Myotoxin I 

Myotoxin 11 

812909 

Toxic peptide C 

Crotasin 

Crotasin 

HGFrprelAfrican froglCRS 

HGF-SF r CRS 

HGFrlFugu rubripeslcRS 

HGFrIR. novergicuslcRS 

Met proto-oncoIH. s.ICRS 

Met proto-oncoIM. m.ICRS 

Receptor TYKIH. s.ICRS 

TYK IG . galluslCRS 

c-met IR. novergicuslCRS 

Figura 12. Alinhamento do produto do gene crotasin com os peptídios crotamina-símile e com 
segmentos cisteína-ricos dos domínios extra-celulares de receptores para HGF. Os peptídios e 
os domínios protéicos foram alinhados como descrito em métodos. Em A, estão alinhados os 
mesmos peptídios que aqueles da Figura 3 e o crotasin. Em B, estão alinhados o crotasin e 
segmentos ricos em cisteína (CRS) de receptores para HGF de vários vertebrados: HGFr 
pre[African frog], GenBank: Accession number JC5248; HGF/SFr proto oncogene, P08581; 
HGFr [Fugu rubripes], T30811 ; HGFr [Rattus novergicus] , AAB19189; cMetproto oncogene 
[Homo sapiens], NP_000236; cMet proto oncogene [Mus musculus], NP_032671; receptor 
TYK [Homo sapiens] , AAB54047; TYK (tyrosine kinase receptor) [Gallus gallus] , 
CAA58863; c-met (proto oncogene) [Rattus novergicus] , CAA65582. Os resíduos de 
aminoácidos que coincidem exatamente com o consenso estão assinalados em preto. 
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4.8. Produção de crotamina e crotasin recombinantes 

Com a fmalidade de avalBr se tais funções - atividade anl1biótica ou de qumno 

modulação (quimiocitocina) - são atributos do peptídio crotasin, já que esse não havia 

anteriormente sido descrito, isolado ou identificado, bem como se a crotamina possui 

alguma atividade similar a essas, foi conduzida a construção de vetores de expressão para a 

produção do s peptídios em sistemas procariótico e eucariótico. 

A Figura 9.1, no apêndice, mostra a região do sítio de clonagem do plasmídio pQE-

12 e o eletroesferograma da construção, mostrando a fase de leitura correta dos elementos 

do vetor com a mensagem da crotamina (cDNA). Na figura 15, são comparadas as 

seqüências primárias da crotarnina e 6xHis-crotamina, assinaladas algumas características 

bioquímicas de ambas toxinas e é apresentado o gel de SDS-PAGE da toxina recombinante 

purificada. A produção estimada de 6xHis-crotamina, empregando E. coli, alcança níveis 

de 10 a 15 mg/L. O resultado da detecção imunológica é mostrado também na figura 15, no 

qual flCa demonstrado que a toxina recombinante é reconhecida por anticorpo policlonal 

desenvolvido em coelho. Testes in vivo com hexa-hisitdina-crotamina, em solução 

fisiológica, (injeção intraperitoneal em camundongos) foram negatims, isto é o peptídio é, 

não foi detectado nenhuma atividade biológica. 

Nas figuras 9.2, 9.3 e 9.4, no apêndice, são mostrados os sítios de clonagem do 

vetor de expressão pMeta A e os eletroferogramas das construções com os peptídios 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 é, com 

o cassete de expressão integrado no cromossomo, foram obtidas, como descrito em 

métodos. Expressão da crotamina e hexa-hisitidina crotamina, nesse sistema, em volume de 

até 0,5 t , foi infrutífera. No caso do crotasin, um lote de aproximadamente 0,5 mg, foi 

obtido num volume de cultura de 0,1 t. Imunoblot do peptídio recombinante com anticorpo 

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

crotasin, foi negativo. 

B OTECA 
E l"!U[MICI 

l' ~'.J raU!l 
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A 

Crotamine YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG 
6xHis-Crot amine RGSYKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSGRSHHHHHH 

No. MW (kDa) no. de resíduos pI 
de resísuos básicos 

Crotamine 42 5,0 12 9,55 
6xHis-crot amine 53 6,6 14 9,88 

B 

KDa 

32,5 -

16,5 

-6,5 - - 6XHls-Crotamina 

Figura 15. Propriedades química e biológica da crotamina recombinante, 6xHis-crotamina. 
Em A, são indicados alguns parâmetros da crotamina de veneno e 6xHis-crotamina. Os valores 
foram obtidos com o programa EDITSeq, após análise das seqüências nucleotídicas dos 
cDNAs. Em B, é mostrado o imunoblot da crotamina recombinante, após detecção em filme de 
Raio-X. 
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4.9. Determinação da atividade antibiótica 

A tabela 4 sumariza o resultado dos testes de atividade antibiótica usando MüIler

Hinton broth e meio pobre como meios de cultura para as cepas desafiadas. A crotamim 

purificada do veneno de C. d. terrificus, apresenta atividade contra E. calí ATCC 25922, 

mas somente uma fraca ou nehuma atividade contra S. aureus ATCC 2523. Em contraste, 

crotasin, possue uma atividade residual contra S. aureus, e nenhuma atividade contra E. 

calí. O resultado de atividade antinllcrobiana da crotamina é diferente quando meio pobre 

(bactopeptona I % / NaCI 0,9%) é usado. Nessa condição cepas de E. cali são resistentes à 

crotamina. Testes dos oligopeptídios sintéticos, derivados das moléculas de crotamina e 

crotasin, indicaram que somente M luteus é sensível a um único derivado do crotasin 

(Tabela5). 

Tabela 4. Concentração inibitória mínima (MIC) da crottm ina e crotasin 

Peptídio StaphylococClLS aureus ATCC 2523 Gram (+) E. coZi ATCC 25922 Gram (-) 

Crotamina >200 (J.!g/ml) (-50 !J.M) 25 (J.!g/ml) (- 6 J.!M) 

Crotasin 100 (J.!g/ml) >200 (J.!g/ml) 

> >200 (J.!glml) significa que há resitência à susbtância pelo organismo testado 

Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos pept ídios sintéticos derivados das moléculas de crotamin a e do 
crotasin 

Pepfídios derivados E coli desinterogênica M.luteus 
Gram (-) Gram(+) 

SR-CTS1 - RCRSPSTS1GQDCR SI ativo * (lmglml) < 6 J.!M (O,Olmglml) 

SS-CTS2 - PCPSGTTS1GQQDCR SI ativo (lmglml) SI ativo (lmglml) 

Sl-CRT1 - 1CLPPSSDFGKMDCR SI ativo (1 mglml) SI ativo (lmglml) 

Sl-CRT2 - lCAKPSSDFGKDGCR SI ativo (2mglml) SI ativo (2mglml) 

*SI ativo - nenhuma atividade bacteriostática ou microbic ida na concentração usada 
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4.11. Análise de diferenciação de células-tronco embrionárias de camundongo 

Os primeiros ensaios utilizando célu1as embrionárias de camundongo foram 

realizados com a crotamina purifx:ada de veneno. Uma série de três tipos de experimentos 

foram inicialrrente conduzidos: no experimento 1, descrito em métodos, no quinto dia, 

placas controle contendo LIF, as ilhas de célu1as cresceram e se fundiram, mantendo as 

características de seu cultivo. Em placas sem LIF, todas as células se diferenciaram 

Contudo, placas contendo células ES com solução de crotamina (4 x 10-6
) apresentam 

muitas céluns mortas e ausência de ifuas. No experimento 2, a partir do quarto dia, placas 

em que EBs foram incubados com 10-7 M de crotamina começaram a se diferenciar, 

permitindo observadar ifuas de células com precursores semelhantes a células sangüíneas. 

No experimento 3, a incubação prévia com crotamina (10-7 M) também permite observar a 

presença de células diferenciadas em relação ao controle. As Figuras 16A a 16F mostram 

parte desses resultados iniciais usando células-tronco. 

Ensaios subseqüentes indicaram que pelo menos dois tipos celulares são irrluzidos à 

diferenciação quando crotamina, na concentração de 10-7
, é adicionada à câmara de cuhura 

dos Ebs. Utilizando anticorpos contra marcadores celulares, foi possível demmstrar que um 

dos tipos celulares, no qual a crotamina induz essa diferenciação, na concentração ente 10-7 

_10--8, é de células nervosas (Figura 17). 

4.12. Localização do conjugado crotamina-Cy3 em células-tronco embrionárias 

Crotarnina conjugada com Cy3, um corante fluorescente, indica que o peptídio 

alcança e se concentra no núcleo de um determinado grupo de células dos EBS complexos 

(Figura 18). 
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Figura 16. Microscopia de fluorescência de corpos embrióides controle e tratados com solução
de crotamina. Em A são mostrados vários corpos embrióides corados para fosfatase alcalina
(magnificação: 40X); em B, mesmo que em A (lOOX); em C, um corpo embrióde corado e
ampliado de 150 X; em D, diferenciação de EBs induzida por 1O-ó M de crotamina (aumento:
150X); em E, diferenciação de EBs induzida por 4 x 10-6 M de crotamina (aumento: 150X); em
F, EBs diferenciados, provavelmente em células daglia, por 2 x 1O-Ó M de crotamina .
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Figura 17. Microscopia de contraste de fase e confocal de corpos embrióides diferenciados por
crotamina. Corpos embrióides foram incubados com uma solução de crotamina entre 10-7 e lo-R
M, entre 7 e 8 dias. As células foram fixadas e incubadas com anticorpo anti-neurofilamento
(anti-GFAP). Após incubação com anticorpo secundário anti-IgG de camundong-FITC, as
imagens foram registradas. As imagens foram tomadas de diferentes experimentos conduzidos
em paralelo.
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A

B

c

Figura 18. Localização do conjugado CTotamina-Cy3 em núcleos de células pluripotentes
(corpos embrióides). Corpos embrióides foram incubados com uma solução 10-7

- lO-x de
crotamina-Cy3, e visualizados antes da diferenciação. EmA é mostrado uma imagem obtida em
microscópio de fluorescência usando um filtro laranja (568-574 nrn); emB, mesma imagem que
em A, porém sem a seleção de um filtro específico; em C, mesma imagem que em A, porém
visualizada em contraste de fase.
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DISCUSSÃO 

Uma vez que o transcritos do crotasin são 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 peptídio teria evidentemente uma função não 

relacionada à atividade tóxica do seu congênere - a crotanllm. Como ponto de partida para 

o acessso da função do crotasin, uma busca de seqüências nucleotídicas e peptídicas 

homólogas ao crotasin, em banco de DNA (GenBank, http://www.ncbi.nih.n1m.gov) e 

proteínas (Swissprot, http://www.expasy.ch) foi conduzida. Como visto anteriormente, a 

seqüência nucleotídica do gene crotasin preserva algmm similaridade com o próprio gene 

da crotamina (Figura 8), entretanto a seqüência peptídica possui baixa similaridade com os 

membros da família das miotoxinas crotamina-símile (Figura 9). Mesmo em banco de 

proteína e de DNA a busca fui sem sucesso aparente. Entretanto, foi verificada uma 

pequena similaridade do crotasin com peptídios antibióticos de Gal/us gallus e com 

determinados domínios protéicos dos receptores para fatores de crescimento de hepatócitos 

(HGFr) (Figura 12). Considerando a similaridade com peptídios antibióticos de Gallus 

gallus, a análise fibgenética do peptídio crotasin e de membros da família das ri1iotoxinas 

crotamina-símile revela que essa tal similaridade é maior com peptídios antibióticos 

denominados defensinas (Figura 13 e 14). As defensinas compreendem uma fumília de 

peptídios antibióticos (e eventuahrente citotóxicos), presentes em mamíferos, que faz parte 

do sistema inato de defesa do organismo, isto é, que faz parte da primeira linha de defesa 

contra microorganismos patógenos como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas 

fungos e vírus encapsulados (Lehrer at aI., 1993; Boman, 1995; Andreu & Rivas, 1998; 

Ganz & Lebrer, 1998; Hancock & Diarmnd, 2000; Hancock & Scott, 2000; Gura, 2001). 

Trata-se de moléculas catiônicas, an:f1páticas (regiões carregadas e hidrofóbicas separadas), 

entre 30 e 34 aminoácidos, ricos em resíduos de arginina (R) e com seis cisteínas arranjadas 

em três pontes S-S invariantes. Dependendo do padrão em que as pontes são arranjadas, da 

distruibuição dos peptídios nos tecidos e da organização estrutural dos genes, são 

classificadas em u- e ~-defensinas. 

Em humanos, as u-defensinas são expressas em neutrófilos (linfócitos 

polimorfonucleares - HDEFA1, HDEFA3, HDEFA4) e células de Paneth (das 

microvilosidades intestinais - HDEFA5, HDEFA6), enquanto as ~-defensinas (HBD-l, 

HBD-2, HBD-3) são expressas majoritariamente em tecidos epiteliais (Lebrer & Ganz, 

1999). 
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Devido a natureza anfipática, as derensinas se inserem na MP e interagem com 

lipopolissacáridios (LPS), formando poros e canais na memlrana celular bacteriana, o que 

causa extravasamento dos componentes celulares e íons, e consequentemente a morte dos 

patógenos (Oren & Shai, 1998). Em adição ao arrplo espectro antibiótico, há evidências 

que as j3-defensims agem como quimi>cinas, as quais sinalizam para células dendríticas 

imaturas e para linfócitos T de memória, bem com outras respo stas infIamatóras, servindo, 

desse modo, de ponte entre o sistema innne inato (imediato) e o sistema innne adaptativo 

(Yang et aI., 1999; Scott et aI, 2000a). Certas defensinas, em adção a atividade antibiótica, 

também possuem atividade rrlltogênica, corticostática e efeitos citotóxicos (Lehrer et aI, 

1993; Boman, 1995; Scott et aI., 2000a). Outras famílias de peptídios antibióticos, que 

apresentam características comuns e conservadas entre s~ mas com propriedades biológicas 

particulares, são amplamente distribuídas entre organismos fibgeneticamente não 

relacionados, como insetos, plantas e vertebrados. 

Na verdade mais de 600 estruturas estão catalogadas, distribuídas em quase duas 

dezenas de Filo (http://www.bbcm.univ.triste.itI~tossilpag1.htm). 

Por outro lado, alinhamento de domínios de diversos membros da família do HGFr 

permite, cosiderando as mutações conservadas, atingir uma similaridadede até 40%, nos 

trechos que se alinham com o crotasin (Figura 13). Os receptores para fatores de 

crescimento de hepatócitos são composto s por duas subunidades (aj3) ligadas por ponte 

dissulfeto, totalizando (190 kD). A subunidade a é extracelular, enquanto a j3 compreende 

um domínio de ligação de HGF, um domínio transmembrana e um segmento citoplasmático 

com o domínio de tirosina quinase. Ambas subunidades originam da glicolisação e 

clivagem proteolitica de um precursor comum, codificado por um único gene - o c-Met 

proto oncogene. A transdução de sinal, seguido da interação do ligante, induz auto

fosofrilação do domínio quinase e a geração de IP3 e a estimulação da cascata Ras, através 

da atividade Ras-guanina HGFr é altamente expresso no figado, em células epiteliais e 

endoteliais, bem como outro s tecidos. Esses receptores mediam a sinalização de 

quimiocinas (fator de crescimento de hepatócitos ou scatter factor) em diferentes processos 

celulares, como regeneração tecidual e diferenciação celular. Sua ativação descontrolada 

leva a formação de tumores, principalmente epiteliais (Comoglio & Grazian~ 1994; 

Zamegar, 1995). 
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Um dos meios de controlar atividade dos HGFr seria pela inibição da atividade 

quinas e da porção carboxi-terminal intracelular do receptor (Bardelli et al., 1999). Um 

outro modo seria a liberação de receptores solúveis circulantes, isto é, receptores não 

ancorados à membrana, os quais complexariam ou seqüestrariam a citocina, impedindo a 

transdução de sinal (F emadez-Bortran, 1991). 

Tomado esses fatos em consideração, duas hipóteses se seguiram para investigar a 

função, ou funções, do s peptídios crotamina e crotasin de C. d. terrificus: (1) baseado na 

análise filogenética das defensinas, das miotoxinas crotamina-símile e do crotasin, foi 

sugerido que esses últimos seriam membros altamente divergentes dos primeiros, cuja 

atividade antibiótica ainda poderia ser detectada; (2) em virtude da similaridade do crotasin 

com domínio rico em cisteína, uma outra hipótese 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 

congênere desse peptídio também poderia apresentar outra função que não (cito)tóxica. 

Para testar essas duas hipóteses principais, foi conduzila a produção de crotamina e 

crotasin em sistemas de expressão procariótico (f:. coll) e eucariótico (Pichia methanolica), 

bem como a síntese química de oligopeptídios derivados . Inicialmente, usando E. coli, uma 

toxina de fusão com uma cauda de hexa-histidina (6xHis-crotamina) foi obtida A toxina 

recombinante, cuja produção chega a atingir 15 mg/L de cultura em aproximadamente 5 

horas de indução, é contida majoritariamente em corpúsculos de inclusão. Entretanto uma 

fração do total produzido pela célula é encontrada na forma solúvel Essa fração solúvel foi 

purificada em cromatografia de afinidade em tretal e concentrada. A 6xHis-crotamina 

reage positivamente com anticorpo policlonal anti-crotamina, mas não apresenta atividade 

biológica quando testada in vivo. Esses fatos indicam que epitopos da crotamina 

recombinante são acessíveis pelo anticorpo, mas a conformação do peptídio está 

comprometida, já que não é ativo. Dado que aquisição da conformação correta de (poli-) 

peptídios produzidos em E. coli é um ponto crucial na produção de qualquer polipeptídio e 

a probabilidade de se obter uma conformação correta é inversamente proporcional ao 

número de pontes dissulfeto (a crotamina possue 3 pontes S-S), foi tentada a produção em 

sistema eucariótico. 
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o sistema escolhido utiliza células da levedura metanotrófica P. methanolica e uma 

construção que pennite produzir polipeptídios de fusão com a-factor, direcionando o 

produto para o meio extracelular - fase em a confurmação correta do polipeptídio é 

adquirida. Cassetes de expressão em que a crotamina e o crotasin estão em fusão com a

factor somente ou também com hexa-histidina, foram integrados ao cromossomo de células 

de P. methanolica. As inserções foram confmnadas por PCR. Produção dos peptídios 

recombinantes, em escala piloto de 0, 1 a 0,5 L, foi realizada. O meio concentrado foi 

aplicado em colunas de gel filtração e os picos liofilizados. No caso da crotamina, ou 

6xHis-crotamina, a produção foi insignificante ou nula. No caso do crotasin, um baixo 

rendimento foi obtido « 1 mg/L) , mas que pennitiu a continuação dos experimentos. 

Imunodetecção do cro tasin foi negativa. A razão disso seria a falta de acessibilidade ao 

peptídio pelo anticorpo, mesmo que o anticorpo tenha sido desenvolvido contra 

oligopeptídio sintético correspondente à porção mais hidrofilica do crotasin. 

Os testes antibióticos inicilis, com o crotasin recombinarte e a crotamina purificada 

do veneno, mostra que o peptídio de tecidos e o de veneno apresentam atividade 

microbicnade seletiva. O crotasin possui determinada atividade contra bactérias Gram

positivas e a crotamina contra Gram-negativas. Atividade contra fungos não foi testada, até 

o momento - o que será de grande interesse. Essa seletividade se deve as propriedades 

químicas intríns:icas dessas moléculas, como, por exemplo, a carga líquida do peptídio - a 

crotamina é carregada positivamente (pI> 9,0), enquanto no crotasin as cargas são quase 

neutras (pI < 7,0) - e também aos componentes da parede celular das cepas - Gram

negativas, contendo principahnente lipopolissacarnes (LPS) e Gram-positivas ac 

lipoteicóico (LTA) e peptidiogl:icanos. Desde que as algumas defensinas possuem atividade 

antibiótica e citotóxica em regiões diferentes da !resma molécub, oligopeptídios derivados 

de determinadas regiões da crotamina e do crotasin foram sintetizados. Teste de atividade 

antimicrobiana com esses oligopeptídios foi positivo somente para um deles - o SR-CTSl, 

e essa atividade está de acordo com o espectro de ação do crotasin, ou seja, contra 

patógenos Gram-positivos. O oligopeptídio SR-CTS foi desenhado tendo o crotasin como 

modelo e possui alguns resíduos neutros substituídos por resíduos positivos (arginina). 

Como ocorre co m a maioria das defensinas e peptídios antibióticos catiônicos, os 

peptídios sintéticos e a crotamina foram sensíveis à pesença de sal. Isso é notado quando 

essas substâncias são testadas na presença de MHB e de meio pobre. 



o meio pobre contém 0,9 % de NaCI, concentração que é aproximadamente 3 vezes 

maior que aquela do MHB. A inibição da atividade microbicida das defeminas por sal é 

evidenciada em pacientes que sofrem de fibrose cística. Nessa doença congênita, canais de 

íons cloreto defectivos permitem que haja um aumento da salinidade do fluido alveolar, 

impedindo, assim, a atividade microbicida das j3-defensinas, vindo causar infecção 

pulmonar (Goldman et al, 1997; Singh et al, 1998). 

É sabido que membros da fumilia das defensinas possuem, além da atividade 

antibiótica, outras propriedades as quais permitem modular a migração celular em processo 

inflamatório, modular e integrar respostas imunológicas e modular a proliferação celular. 

Por exemplo, foi visto que os peptídios catiônicos de neutrófilos induzem a liberação de 

histamina de mastócitos, por um mecanismo semelhante ao dos peptídios de veneno, isto é, 

não lítico e independente da ativação de receptores para imunoglobulina E (IgE) (Befus et 

aI., 1999). É visto que peptídios catiônicos antibióticos apresentam atividade mitogênica 

(promotora de crescimento), direcionada para células epiteliais e fibroblastos, participando 

no processo de cicatrização (Murphy et aI. 1993; Gallo et aI, 1994). Aumento da síntese de 

DNA, também, é observado em determinadas linhagens celulares (Bateman et ai, 1991). 

Agindo como quimiocinas, as j3-defensinas atraem células T e dendríticas imaturas para o 

local de infecção, conectando, dessa forma, o sistema imune inato (imediato) e o sistema 

imune adaptativo (humoral) (Yang et aI., 1999). 

Tendo em mente que peptídios catiônicos agem como mediadores celulares e a fm 

de testar a segunda hipótese surgida no desenvolvimento do presente trabalho, isto é, se a 

crotamina e o crotasin possuem alguma propriedade de sinalizadores celulares 

(quimiocinas) ou de modular tais sinais, células-tronco embrionárias ("Embryorllc Stem 

cells lf
) de camundongo foram utilizadas. 

Na verdade, ensaios de atividade quiniotática podem ser feitos com leucócitos, tais 

como monócitos, liniõcitos ou neutrófilos, em cârmras que permitem migração de tais 

células em respostas a sinais químicos (câmara de quimiotaxia) (Anne Pereira, 1999). 

Entretanto, a iniciativa inédita de utilizar células-tronco na avaliação de substâncias tóxicas, 

em geral, e peptídios tóxicos de venenos animais, em particular, culmina com a busca de 

sistemas sensíveis para acessar processos apoptóticos, de proliferação e de difereociação 

celulares induzidos por essas toxinas. 
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Os corpos embrióides ("embryoid bodies"), são agregados de células fonnados 

espontaneamente a partir de células-tronco ("stem cells") cultivadas em suspensão. As 

células-tronco são células nonnais pluripotentes, isto é, capazes de se diferenciar em um 

número variado de células sob detenninadas condições. Quando fatores inibidores são 

removidos da cultura (e. g., LIF), células ES entram no programa de diferenciação e corpos 

embriódes são fonnados. Entre o sétimo e o décimo dia do desenvolvimento dos Ebs ocorre 

contração espontânea de cardiomiócitos. Após, identifica-se, dentro do complexo Ebs, uma 

grande variedade de linhagens embrionárias (hematopoiéticas, neuronal, endotelial, 

cardíaca e muscular), que pode ser comprovada por várias técnicas (análises morfológicas, 

imuno-histoquímica, RT -PCR). 

Inicialmente, crotamina purifx:ada do veneno de cascavel roi empregada no 

conjunto de experimentos que visaram detectar a capacidade de peptídos tóxicos em 

sinalizar respostas celulares de citotoxicidade, proliferação ou diferenciação. Como 

esperado, a crotamina é citotóxica quando Ebs foram incubados com concentrações acima 

de 10-<> mM de toxina. Em concentrações mais altas que 2 - 4 x 10-<> M, as células-tronco se 

degeneram e morrem. Entretanto, surpreendentemente, concentrações sub-micro molares de 

crotamina promovem diferenciação de EBs, em pelo menos dois tipos celulares principais. 

Utilizando anticorpos contra marcadores celulares específicos, como anti-neurofilamentos 

do cito esqueleto, um dos do is tipos celulares preliminarmente identificado, resultantes da 

indução de diferenciação 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 peptídio se concentra no núcleo de determinadas células dos corpos 

embrióides. Entretanto, o mecanismo molecular detalhado sobre como esse processo de 

diferenciação se dá e porque a crotamina induz a diferenciação de células embrionárias em 

células nervosas, pennanecem para ser estudados em detalhe. Vale lembrar que fatores de 

crescimento de nervo (NGF) são componentes relativamente abundandes no veneno de 

serpentes. Contudo NGFs de veneno não compartilham nenhuma similaridade estrutual ou 

propriedade biológica comum com os peptídios da família da crotamina. Por outro lado, é 

verificado por "gene array analy.üs", que hílridos (moléculas quiméricas) de cecropina

melitina (duas defensinas) induzem a expressão de um conjunto de 35 genes, incluirrlo 

fatores de transcrição (Scott et aI., 2000). 
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Foi demonstrado que defensinas de neutrófilos humanos estão entre os mais 

potentes inibidores de prot eína kinase C, o que pode influenciar drasticarrente a transdução 

de sinais nas células (Charp et aI., 1988). Ainda, defensinas HNP de neutrófilos, uma vez 

intemalizados, interagirem com o DNA, portanto ganhando acesso ao núcleo, porém o 

efeito final, ao contrário de pro liferação ou diferenciação, é o de morte celular de células 

procarióticas e malignas (Gera et aI., 1991, Johnstone et aI., 2000). 

Em adição, nada tem sido relatado sobre a indução da proliferação ou da 

diferenciação celular, por algum peptídio catiônico, mestID em células hematopoiéticas, 

com as quais as defensinas possuem uma estreita conexão e com os quais desempenham 

papel fundamental nos processos inflamatório 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 diferenciação dos Ebs, se assemelha a precursores de células sangüíneas 

(Kerkis et aI., comunicação pessoal). Se esse achado poderia indicar um novo papel dos 

peptídos catiônicos crotamina-defensina-símile, isto é, o recrutamento de mais células 

precursoras das polimorfo nucleares para o sistema de defesa imediata, pennanece para ser 

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

alguns de seus derivados sintéticos, vem corroborar a idéia de que durante a evolução, 

domínios protéicos conservados, que formam estruturas tridimensionais similares, cujas 

seqüências primárias nem sempre apresentam total identidade, foram recrutados para 

exercerem diferentes funções celulares, porém num mesmo nivel celular e de maneira 

orquestrada. Nesse contexto, é bastante significante a multifuncionalidade dos peptídios 

antibióticos catiônicos, que dependendo da composição da molécula, em tennos da 

distribuição dos resíduos de aminoácidos, bem como da sua concentração no local de ação, 

além de antimicrobianos, podem ser citotóxicos, quimiotáticos, imbidores enzimáticos, 

mitogênicos, liberadores de histamina, ativadores de canais iônicos e indutores de morte 

celular (Lehrer et aI, 1993 e referências acima). Por exemplo, pardaxin, um peptídio de 33 

mer, é uma neurotoxina isolada tecido epitelial de pavões do Mar Vennelho (Pardachirus 

marmoratus) e do oeste do Pacífico (Pardachirus pavoninus) que, dependendo da 

concentração po ssue uma variedade de atividades biológicas, inclusive uma atividade 

micro bicida (Shai, 1994). 
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Isso podería demonstrar a ancestralidade dessas moléculas e a versatilidade de seus 

domínios protéicos - iniciahrente podem ter sido selecionadas no combate imediato a 

invasores patógenos e, posteriormente, agindo de maneira integrada e sinérgica, no 

recrutamento de células auxiliares no combate a esses patógenos. Disso também resulta a 

anterioridade à resposta humoral (Boman, 1996). 

A dualidade funcional de liomolécuas é algo sabido e as propriedades catalíticaE 

dos tRNAs (ribozimas), nos "se1f.splicing introns" do grupo I, é um exemplo dessa 

característica e um provável indicador de ancestralidade (Patthy, 1999b). Há pouco tempo, 

Ebens et aI. (1996), mostrou que o HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter factor), um 

polipeptídio ligante para o receptor c-Met (HGFr), não só é mitógeno, como também 

neurotróflCO para neurônios motor e mtor essencial derivado do músculo para a manutenção 

desses neurônios motor . 

É razoável pensar que, num período de explosão da diversidade protéica e biológica, 

as biomolécuas fixariam características multifuncionais - de integração e comunicação 

celular, bem como contribuiriam para a capacidade essencial das céluas se de renderem de 

patógenos, em um ambiente hostil e de complexilade emergente. De fato, mecanismos de 

defesa das células, em adição a outras funções biológicas, parecem ter sido desempenhados, 

nos primórdios da evolução, pelas ribonuc1eases, que clivam os RNAs exógenos 

introduzidos por microorganismos invasores nas células hospedeiras, que poderiam ser 

vírus de RNA. Sucessivamente, diversas tmléculas com propriedades enzimíticas, como a 

lisozima - que atua sobre a parede celular de bactérias Gram positivas, desempenharam, 

conjuntamente, o papel no "patrulhamento" das células contra infecções por 

microorganismos. A partir daí, durante o curso da evolução do sistema de defesa celular 

inato, peptídios antibióticos têm sido selecionados, os quais agem sinergicamente com 

outros polipeptídios - ou seus fragmentos -, tais como a lactoferritina, a hemoglobina e a 

catepsina G (Elsbach, 1990; Parish et aI., 2000). 

Surpreendentemente, trechos ricos em cis~ínas da ri1:xmuc1ease se alilham, não só 

oa peptídios crotamina-símile, mas as outras citotoxinas de serpentes (e.g., PLA2) e de 

insetos (Strydom, 1977), sugerindo uma pressão evolutiva no emprego de domínios ricos 

em cisteína que formam a-hélice ou ~-sheet, alternadas por regiões hidrofilicas e 

hidrofóbicas, para a interação com merroranas. 
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Figura 19. Alinhamento da ribonuclease pancreática bovina e a crotamina de veneno de cascavel 
Sul-Americana. De acordo com Strydom (1977). 

Tais domínios estruturais permitem mimetizar diversos efeitos farmacológicos e 

patológicos que são relacionados com eventos relacionados às membranas. Notadamente, 

regiões citotó xicas comuns, nas quais anfipaticidade ou segmentos carregado s alternados 

por regiões hidrofóbicas são presentes, já haviam sido também identificados entre peptídios 

tóxicos de répteis/serpentes (peptídios crotamina-símile, PLA2S mio tó xicas e 

cardiotoxinas), de anfibios (magainina - um peptídio antibiótico de Xenopus leavis) de 

insetos (melitina de Apis mellifera) e de microorganismos (õ-hemolisina, aerolisina) 

(Manjunatha Kini & Evans, 1989). Na verdade, a anfipaticidade - um lado da molécula 

hidrofóbica e outra hidrofilica - ou segmentos positivos ahernados por regiões hidrofóbicas 

de peptídios catiônicos farmacologicamente ativos constituem arranjos moleculares que 

implicam uma interação membrana-específica - notar que só vírus encapsulados são 

suceptíveis às defensinas (Epand et aI., 1995; Shai, 1995, White et al, 1995; Blazyk et al, 

2001). Os peptídios catiônicos foram selecionados de forma a atuarem sobre as membranas 

celulares causando formação de poros, o que induz um potencial de ação transiente devido 

ao extravazamento de íons e, conseqüentemente, morte celular (Cociancich et aI., 1993a; 

Wirnleyet aI., 1994). 

Por outro lado, a convergência desse mecanismo de ação - formação de poros e 

potencial de ação transiente, culmina com o aparecimento de outros peptídios catiônicos, 

como os da família da crotamina, que agem seletivamente em camis de sódio, aumentando 

a condutância do potencial de ação (decorrente do favorecimento do estado aberto do 

canal), ou alterando o fluxo de íons cálcio. Também, a convergência llllltifuncional deu 

origem as corticostatinas, que constituem um grupo de peptídios defensina-símile, 

antibióticos, que agem sobre canais de cálcio, regulando o volume de enterócitos e que se 

ligam especificamente a receptores para ACTH (MacLeod et aI., 1991; Conlo & Sower, 

1996; Bateman et al, 1996). 
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Mesmo não compartilhando serrelhança na seqüência primária, peptídios como y

tionina de plantas (Vemon, 1992), charybdotoxina de escorpião (Miller, 1995; Cestele & 

Catterall, 2000), defensina de insetos (Conciancich et aI., 1993), drosomicim (peptídio 

antibiótico de Drosophila) (Fehlbaum et aI., 1994), entre outros, compartilham semelhança 

em suas esruturas tridimensionais - um domínio CSaf3 (cysteine stabilized af3) (Figura 20) 

e possuem a capacidadede de formar poros na memlrana (ação antibiótica) ou a 

propriedade de agirem em canais i3nicos de Na+, K+, Ca2+ e Cr(Dimarcq et al, 1998; Froy 

& Gurevitz, 1998). 
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Figura 20. Peptídos antibióticos e tóxicos com motivos CSaf3. Conforme extraído de Dimarcq et aI. (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 gênero Phormia (accession number lICA); charybdotoxin, do escorião do gênero 
Leirus (2CRD); drosomycin, deDrosophila (lMYN); plant defensin, de plantas do gêneroRaphanus (lAYJ). 

Assim, O que se evidencia é fundarnentalrrente a capacidade desses peptídios, 

principalmente catiônicos, com domínios de a-hélice e f3-sheet, atuarem sobre a membrana 

celular, alterando seu potencial, seja indiretamente - formação de poros, seja 

especificamente sobre canais iônicos, 
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o fato de domínios estruturais protéicos similares serem utlizados para executar 

diferentes funções não é novo e vários exemplos corroboram tal observação. Em relação a 

isso, recentemente, uma proteína de membrana envolvida no crescimento e remodelagem 

ósseos, denominada Robo-l ("Rodent Bone 1"), que compatilha similaridade de seus 

domínios protéicos com aqueles de uma :/àmília de proteínas caracterizadas por elementos 

de múltiplas funções, tais como os ativadores de receptores da uroquinase-plasminogênio, 

CD59, Ly-6 e fosfolipases A2 de C. d. terrificus (Staton Noel et aI., 1998). Em adição, 

domínios do tipo "three-fmger" são partes não só de toxinas de serpentes, mas também de 

receptores celulares do tipo tirosina quinare, como o ActRll, os quais modulam, entre 

outros processos celulares, a prolireração e a diferenciação (Greenwald et aI., 1999). É, 

assim, concebido que a similaridade entre receptores ou seus domínios e toxinas indicariam 

que esses mesmos domínios, com estruturas tridimensionais estáveis, são suceptíves à 

evolução, resultando em uma gama de proteínas eretoras e receptoras Alternativamente, 

lynxl, um componente divergente da mesma :/àmília do RoBollLy6, compartilhando alta 

similaridade à superfamília da a-bungarotoxina - uma neurotoxina da serpente Bungarus 

multicinctus, mantém a mesrm propriedade da toxina, isto é, age sobre receptores de 

acetilcolina do tipo nicotínicos (nACbR), porém funciona como um modulador endógeno 

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

Outro exemplo digno de nota compreende uma neurotoxina, a-Iatrotoxina, do 

veneno de aranhas viúva-negra (Latrodectus tredecimguttatus), que exerce seu efeito tóxico 

no sistema nervoso central de vertebrados, devido a exocitose maciça e descontrolada de 

neurotransmissores. A a-Iatrotoxina compartilha similaridade de seqüência com peptídios 

glucagon-símile (GLP -1, glucagon, polipeptídio vasoativo intestina~ secretina, peptídio 

ativador de adenilato ciclase da glândula pituitária), os quais interagem com receptores 

ligados à proteína G (Holz & Habener). Portanto, essa toxina não só apresenta atividade 

neurotóxica, mas também mostram atividade sobre o sistema endócrino, estimulando a 

exocitose de epinefrina ou de insulina das células pancreáticas. Esses exemplos 

demonstram a grande versatilidade de domínios protéicos conservados e a alta capacidade 

de interação e comunicação de moléculas que os possuem. 

BI B L IOTECA 
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Tomado como um tom, o presente trabalho vem irrlicar dois aspectos fundamentais 

que caracterizam a mutifuncinalidade dos peptídios crotamina-defensim-sírnile: (1) devido 

à organização gênica - introns relativatrente longos, interrompendo alguns - de um a quatro 

- códons N-terminais de uma seqüência llier e flanqueando um segundo exon, há uma 

permissividade de evolução acelerada da porção matura do peptídio (restrita a um exon), 

fomencendo a base evolutiva para a pro dução de moléculas com um atqJlo espectro de 

atividade, bem como a co-evolução dessas moléculas peptídicas com seus alvos; (2) devido 

à possibilidade de evolução acelerada de peptídios policatiônicos, em razão da organização 

gênica, há não só divergência de uma molécula ancestral comum - como atestado pela 

evolução dos genes parálogos crotasinlcrotamina, mas também pela convergência evolutiva 

de funções atribuídas a uma mesma rrolécula. No caso aqui discutido, tal convergência 

evolutiva é tipificada pela capacidade de modulação do potencial de membrana celular, 

bem como pela capacidade de interferir com processos celulares de proliferação e 

diferenciação, ao nível daquela estrutura celular. E tal capacidade é decorrente da 

concentração do peptídio no seu local de ação. 

CONCLUSÕES lI] 

A produção de to xinas recombinantes, peptídios tóxicos de cascavel, requer um 

ambiente (celular) favorável para a furmação correta das pontes dissulreto. Utilizando 

células procarióticas, como E. coZi, a produção é alta, entretanto o peptídio é desprovido de 

atividade biológica, ainda que seja reconhecDo pelo anticorpo específico. Por outro Iam, o 

emprego de células eucarióticas, como P. methanolica, produz peptídios ativos, porém com 

rendimento muito baixo. 

Comparação de seqüências peptídicas em bases de dados de proteína e de genes 

podem fornecer algumas idéias sobre funções prováveis de peptídios ainda não 

descritos.No presente caso modulador de sinais químicos - no controle da pro lireração e da 

diferenciação celulares, em eucariotos, ou no controle de prolireração celular em 

procariotos - atividade micro bicida. 

Ensaios de atividade antibiótica com os peptídios crotamina e crotasin indicam que 

essas moléculas possuem a capacidade de controle da proliferação microbiana. Peptídios 

sintéticos derivados dessas moléculas, com substituições de alguns aminoácidos, permite 

melhor a atividade microbicida (resistência a sa~ p.e.) ou aniquila completamente essa 

atividade. 
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Utilização de testes sensível> para a análise de citoxidade ou proliferação celular em 

eucariotos, empregando células-tronco embrionárias de camundongo, indica que peptídios 

catiônicos como a crotamina são citotóxicos em com concentrações da ordem de milimolar, 

enquanto são capazes de induzir a diferenciação de complexos de EBs, quando exposto s a 

concentrações micromolares. 

A diferenciação de corpos embrióides, induzida por crotamina, permite identificar 

dois tipos celulares: precursores de células sangüíneas e células nervosas. A razão disso 

deve ser explorada em detalhes. 

A propriedade multifuncional de peptídios catiônicos é um fato decorrente da 

versatilidade dos seus domínios estruturais protéicos, que permitem a lIDdulação de 

potencial de membrana, quer seja formando poros na merrorana (canais iônicos 

transitórios), quer seja agindo diretamente sobre canais. Formação de poros culrnlna com a 

morte de células procarióticas e eucarióticas malignas, ao passo que a interação com canais 

iônicos ou receptores celulares modula a transmissão de impulsos nervosos e a transdução 

de sinais, conectando diferentes tipos celulares. 

A organização gênica de peptídios catiônicos tóxicos - e de peptídios catiônicos 

antibióticos-, permite não só a evolução acelerada da região matura da molécula, 

circunscrita ao exon 11, dando origem a gene parábgos, mas também permite que haja 

evolução convergente de funções - corno atestado aqui. 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Tornado corno um todo o presente trabalho apresenta o estudo de genes de 

miotoxinas e um novo gene relacionado a esses de urna serpente brasileira, bem COlID 

considerações evolutivas sobre a função do produto desses genes. 

A análise atenta não deixa dúvidas que os componentes moleculares agem de 

maneira integrada, não só por estabelecer conexões individuais entre moléculas, mas 

também pela propriedade intrínseca de multi-funcionalidade nas irterações. A evolução 

coordenada na diversificação dos genes de uma família, em decorrência da sua organização 

gênica, permite um aprimoramento do repertório de moléculas farmacologicarnente ativas, 

para intervenções bioquímicas entre células, tecidos e organismos. 

O mesmo sendo válido para os componentes biológi:os no contexto ecológi:o, isto 

é, quanto maior a complexidade de interações moleculares, maior é a complexilade na 

cadeia de interações entre organismos. 
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Essas inter-relações moleculares e biológicas são extremamente importantes na 

composição de veneno, desde que indica uma co-evolução entre moléculas efetoras 

"tóxicas" e receptores celulares e, consequentemente, entre presa e predador. Portanto, 

uma visão global do estudo, poderia fornecer suporte, que contribuiria, em parte, para a 

preservação de espécies pertencentes à biodiversidade nacional. Pois só a partir do 

momento que se conhece a complexilade genética e fanmcológica dos organismos que 

compõem os diferentes ambientes, se pode preservar a ambos - o complexo de organismos 

e o ambiente que os contém. 

6. PERSPECTIVAS 

Os peptídios catiônicos tóxicos e antibióticos constituem superfarnílias distintas, 

mas com um "scaffuld" básico de seis cisteínas dispostas em três pontes dissulfetos 

conservadas. Esse arranjo estrutural básico permite uma diversidade de moléculas similares 

com múltiplas funções, cuja ação converge para um mesmo nível celular - a membrana 

plasmática. 

Diversos grupos e companhias têm expbrado a versatilidade mIltifuncimal dos 

peptídios catiônicos para sintetizar diferentes oligopeptídios, por meio da variação dos 

resíduos de aminoácidos da estrutura básica. Tais modificações moleculares da estrutura 

original visam, entre outros aspecto s, (i) ampliar ou modificar o espectro de ação contra 

microorganismos, (U) aumentar a tolerância a sais, (iii) diminuir a citotoxicidade contra 

células normais e (iv) melhorar a capacidade de reconhecirrento e de controle da 

proliferação de células malignas (as merrbranas celulares de células malignas são 

constitutivamente diferentes das células não transformadas). Isso tem sido conseguido com 

relativo sucesso e centenas de patentes estão depositadas no U. S. Patent Office 

(http://www.uspto.gov). 

M. Zaslo~ quem isobu o primeiro peptídio antibiótico da pele de anfibi> 

(magainin - escudo, do hebraico) (Bevins & Zaslof:f; 1990), é o fundador da Magainin 

Pharmaceuticals Inc, Plymouth Meeting, PA (http://www.genaera.com). empresa dedicada 

ao desenvolvirrento de medicamentos anti-tumor e contra infecções, a partir de peptídios e 

produtos naturais. 
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Os vários oligopeptídios sob a patente US4774318 compartifuam similaridade com 

a família da crotamina e das defensinas e, são derivados de peptídios de veneno de serpente 

com atividade de deter a proliferação celular. 

Em decorrência à crescente resistência dos nicroorganismos patógenos aos 

antibióticos convencimais, se faz necessáril a busca de novos agentes microbcidas -

lacuna que os peptídios catiônicos podem preencher, quer seja pei molécun original ou 

seus derivados. Não menos importante é a busca de moléculas capazes de controlar a 

atividade de receptores de tiro sina quinase e, conseqüêntemente o crescimento celular 

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

A partir dos resuhados apresentados aqui, o que se pretende é, entre outros pontos: 

(1) determinar a solução-estrutura da crotamina e crotasin, e atribuir as funções biológicas 

aos domínios protéicos; (2) investigar profundamente as diversas funções da crotamina e do 

crotasin sobre células procarióticas e céluns pluripotentes, bem como tumorogênicas; (3) 

obter um número maior de derivados desses peptídios e testar para diferentes atividades, 

tais como: antibiótica, inibido r de crescimento de tumor, fator trófico; (4) isolar novas 

estruturas do veneno e do s tecidos de serpentes com essas duas propriedades principais -

antibiótica e moduladora da proliferação e da diferenciação celulares; (5) pleitear a 

propriedade intelectual das descobertas realizadas, através da investigação e produção 

desses peptídios, bem com seus derivados sintéticos ou recombinantes. 
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~~l~:~~ls~! IIII'IÍ; 11 ;é)lene 
a-factor secretion signal 

Variable region 

M ultiple c10ning site 

V5 epitope 

Polyhistidine tag 

AUG1 Forward prtming sle 
I I 

1 08 1 TAGAAGTTTT ATTTAACATC AGTTT CAATT TACATCTTTA TTTATTAACG AAATCTTTAC 

Sac i 
I r--

1141 GAATTAACTC AATCAAAACT TTTACGAAAA AAAAATCTTA CTATTAAGAG CTCAAA ATG 
Met 

","factor signal sequence 

1200 AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC GCA 
Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala VaI Leu Phe Ala Ala Ser Ser Ala 

1248 TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA ATT 
Leu Ala Ala Pro VaI Asn Thr Thr Th r Glu Asp Glu Thr Ala Gln Ile 

1296 CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC GAT 
Pro Ala Glu Ala VaI Ile Gly Tyr Se r Asp Leu Glu Gly Asp Phe Asp 

134 4 GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT 
VaI Ala VaI Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe 

",facto r Forward prtming sita 
I I 

1392 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT 
Ile Asn Thr Thr I l e Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly VaI Ser 

Xho I Kex2 signal cleavage EcoR I Pmll Sfi lX'ma 111· BamH I 
I " I I I \I I 14 40 CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA G~ GAATTCACGT GGCCCAGCCG GCCGTGGATC 

Leu Glu Lys Arg Gl u AlaÂGlu AlaÂ 
ste 13 signal cieavage 

Sal! Sec 1\ Nof l1Xma lI\" Spe I V5 epitope 
I I I I I 

1494 CACGCGTCGT CGACCCGCGG CGGCCGCCAG CTTACTAGTA GGT AAG CCT ATC CCT 
Gly Lys Pro Ile Pro 

Palyhistidine (6xHis) regian 
I I 

1549 AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT 
Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly Ris Ris Ris Ris 

1 
1597 CAC CAT TGA TCTAG TATACAATT C TAGGGCTGCC TGTTTGGATA TTTTTATAAT 

Hi s Ris *** 
AUG 1 Reverse pr1mlng sla 

I t 
1651 TTTTGAGAGT TTGCCAACTA ATGTTTTTCT CTTCTATGAT ATTTATCATG 

VersiooA 
2~914 

*The Xma ill sites are llniqlJe to the polylinker: 

Boxed nucleotide indicates t~ variable region 

96 

Figura A.9.2. Sítio de clonagem do vetor pMeta A. Esse vetor foi usado para a expressão de 
crotamina e crotasin em Pichia methanolica. 
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Figura A.9.6. Titulação do anticorpo anti-crotasin desenvolvido em coelho. Um peptídio 
sintético foi derivado de um segmento do crotasin e conjugado com KLH (ver métodos). A 
preparação do anticorpo foi feito comercialmente, de acordo com os métodos usuais. Amostras 
de soro do coelho foram coletadas no dia O, 23 e 34 da injeção do antígeno e titulado com anti
IgG de coelho-peroxidase (IgG-POD). A tabela indica os valores obtidos para uma diluição de 
até 108 do anticorpo, referente ao ELISA que é mostrado ao lado. 
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