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RESUMO

CORREA, P.G. Prospeccao génica e atividade antimicrobiana de B-defensina-
similes em viperideos. 2013. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

As defensinas sdo componentes do sistema imune inato de vertebrados;
compreendem um grupo diverso de peptideos catibnicos antimicrobianos, entre eles
as B-defensinas, com uma caracteristica estrutura rica em folhas  pregueadas e
seis cisteinas conservadas com particular espacamento e padrdo de ligacdo. Sao
bastante estudadas em mamiferos, mas ha pouca informacdo em serpentes.
Utilizando a técnica de PCR em DNA genbémico, foram descritos 13 genes B-
defensina-similes em serpentes do género Bothrops e Lachesis. Os genes se
organizaram em trés éxons e dois introns com excecao de B.atrox_defensinaB_01
que tem apenas dois éxons. Eles tém alta similaridade no éxonl, introns 1 e 2, mas
0s éxons 2 e 3 estdo sob evolugcéo acelerada. O tamanho do primeiro intron variou
bastante (0,4-2,0 kpb), entretanto o segundo era mais conservado (~153 pb). As
sequéncias aminoacidicas deduzidas codificaram uma pré-p-defensina-simile com
peptideo sinal conservado e um peptideo maduro. A regido do peptideo sinal é rica
em Leu e as p-defensina-similes maduras tém tamanho de cerca de 4,5kDa, carga
liquida de +2 a +11 e um motivo conservado de cisteinas. A analise filogenética por
maxima parcimoénia revelou duas linhagens do género Bothrops. A conciliacdo de
arvore de espécies com genes indicou oito eventos de duplicacdes e 24 extingdes.
Nossos resultados juntamente com dados prévios publicados indicam que o gene
ancestral de p-defensina-simile pode ter trés éxons em vertebrados, pois peixes,
lagartos e serpentes a possuem. Sua evolucao ocorreu de acordo com o modelo de
nascimento-e-morte. Peptideos p-defensina-similes sintéticos, reduzidos, obtidos de
serpentes do género Bothrops, Lachesis, Phalotris e Thamnodynastes e f-
defensina-humana-2 foram testados por ensaio de inibicdo de crescimento em meio
liquido contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de flora bacteriana de
serpentes e de cepas ATCC. Os peptideos com carga liquida maior que +6
apresentaram atividade inibitoria contra Escherichia coli com concentracao inibitoria
minima (CIM) variando de 8 a 128 ug/ml, e contra Citrobacter freundii com CIM
variando 8 a 128 ug/ml. Os peptideos com carga liquida maior que +2 apresentaram
atividade inibitéria contra Micrococcus luteus de 2 a 128 ug/ml. Os peptideos
DefbLm02 e DefbBm02 apresentaram atividade inibitoria parcial (50%) contra
Staphylococcus aureus com CIM de 32 ug/ml e 64 pug/ml, respectivamente. Nenhum
peptideo apresentou atividade inibitéria contra as cepas de Klebsiella pneumoniae,
Morganella morganii, Providencia rettgeri e Serratia marcescens. A crotamina nativa
foi mais ativa que a forma reduzida. O crotasin linear ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra as cepas testadas. Foi observado que os peptideos mais
positivamente carregados apresentaram atividade antimicrobiana contra as cepas
testadas. Os resultados indicam que a carga liquida era a caracteristica bioquimica
mais importante na atividade antibiética dos peptideos -defensina-similes.

Palavras-chave: B-defensinas. Genes. Antimicrobianos. Serpentes. Crotamina.
Evolugéo acelerada. Filogenia.



ABSTRACT

CORREA, P.G. Gene survey and antimicrobial activity of B-defensin-like in
viperid. 2013. 95f. Masters Thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Defensins are components of the vertebrate innate immune system; they comprise a
diverse group of cationic antimicrobial peptides. Among them, B-defensins have a
characteristic B-sheet-rich fold plus six conserved cysteines with particular spacing
and intramolecular bonds. They have been fully studied in mammals, but there is little
information about them in snakes. Using a PCR approach, we described 13 B-
defensin-like sequences in Bothrops and Lachesis snakes. The genes are organized
in three exons and two introns, with exception of B.atrox_defensinB_01 which has
only two exons. They showed high similarities in exon 1, intron 1 and intron 2, but
exons 2 and 3 have undergone accelerated evolution. The size of first intron vary
greatly (0.4 - 2.0 kb) whereas the second was conserved (~153 bp). The theoretical
translated sequences encode a pre-p-defensin-like molecule with a conserved signal
peptide (SP) and a mature peptide (MP). The SP are leucine-rich and the mature -
defensin-like molecules have a size around 4.5 kDa, net charge from +2 to +11, and
the conserved cysteine motif. Phylogenetic analysis was done using maximum
parsimony and the genus Bothrops displayed two separate lineages. The
reconciliation of gene trees and species tree showed eight duplications and 24
extinctions. Our results together with previously published data indicated that the
ancestral p-defensin-like gene may have three exons in vertebrates as fish, lizards
and snhakes possess.Their evolution occurred according to a birth-and-death model.
Synthetic reduced p-defensin-like peptides from Bothrops, Lachesis, Phalotris and
Thamnodynastes snakes and human-B-defensin-2 were tested against Gram-positive
and Gram-negative bacteria from snake bacterial flora and ATCC strains using a
modified microbroth dilution assay. The peptides with net charge greater than +6
showed inhibitory activities against Escherichia coli with minimal inhibitory
concentration (MIC) ranging from 8 to 128 ug/ml, and against Citrobacter freundii
with MIC ranging from 8 to 128 pg /ml. Peptides with net charge greater than +2
showed MIC against Micrococcus luteus from 2 to 128 ug/ml. Only DefLm02 and
DefBm02 peptides showed partial inhibitory activity (50%) against Staphylococcus
aureus with MIC of 32 ug/ml and 64 pg/ml, respectively. None peptide presented
satisfactory inhibitory activity against Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Providencia rettgeri and Serratia marcescens. The native form of crotamine was
more active than reduced. Linear crotasin showed no antimicrobial activity against
the tested species. It has been observed that the most cationic peptides showed
antimicrobial activity against the bacterial strains tested. The results indicating that
the positive net charge is the most important biochemical characteristic of B-defensin-
like peptides to antibiotic activity.

Keywords: B-defensins. Genes. Antimicrobials. Snakes. Crotamine. Accelerated
evolution. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

1.1 Peptideos antimicrobianos

O sistema imune protege 0s animais contra organismos invasores e podem
ser de dois tipos: o inato e o adaptativo. O sistema imune inato (imunidade natural
ou nativa) é a primeira linha de defesa, age rapida e inespecificamente respondendo
da mesma maneira as infeccBes repetitivas. E composta por moléculas
constitutivamente presentes e prontas para serem utilizadas antes mesmo de uma
infeccdo: sdo as células fagocitarias (neutréfilos e macrofagos), células dendriticas,
células assassinas naturais ("natural killers"), proteinas do sangue (incluindo sistema
complemento e mediadores de inflamacao) e barreiras fisicas, como os epitélios, e
quimicas como os peptideos antimicrobianos. Por outro lado, o sistema imune
adaptativo ou adquirido, presente apenas nos vertebrados, tem como caracteristica
a resposta imunoldgica estimulada pela exposicdo a agentes infecciosos cuja
magnitude e capacidade de defesa aumentam a cada exposicdo sucessiva a
determinado micro-organismo. Age em uma segunda etapa, pois requer algum
tempo para agir, é especifico protegendo o animal contra reexposicées ao mesmo
patdogeno, pois possui memdéria imunolégica. Esse sistema € constituido pelos
linfécitos, e seus produtos secretados como os anticorpos (ABBAS et al., 2011,
GANZ, 2003; TORTORA et al., 2002; ZASLOFF, 2002).

Os peptideos antimicrobianos, conhecidos também como PAMs, sao
moléculas pequenas, de 12 a 100 residuos de amino&cidos, catibnicas e anfipaticas.
Possuem importante atividade antimicrobiana além de outras fun¢des na imunidade,
tais como a sinalizacdo celular (JENSSEN et al., 2006). Amplamente distribuidos em
plantas e animais, variam em tamanho, estrutura e composicdo aminoacidica bem
como no modo de ag¢do, matando bactérias, fungos e virus envelopados, em geral,
através da ruptura de suas membranas citoplasmaticas negativamente carregadas
(WU et al., 2003).

Apesar das sequéncias aminoacidicas variadas, os PAMs podem ser
agrupados pela similaridade estrutural em peptideos lineares e ciclicos. Os PAMs
lineares consistem de peptideos com uma estrutura a-hélice anfipatica ou estrutura

flexivel, enquanto que os peptideos ciclicos contém uma ou mais pontes dissulfeto
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com um laco ou estrutura em folha-p (ZASLOFF, 2002). Os PAMs ciclicos,
conhecidos como defensinas, constituem uma das familias de antimicrobianos mais
estudas.

As defensinas sédo peptideos cationicos, ricos em folha beta pregueada,
estruturados por trés pontes dissulfeto. Nos vertebrados existem trés distintas
familias de defensinas: alpha- (a-), beta- (B-) e teta- (0-) defensinas, cujo espectro de
atividade antimicrobiana é bastante amplo (GANZ, 2003; LEHRER; GANZ, 2002). As
a-defensinas foram isoladas de humanos, macacos e roedores; as 6-defensinas sao
moléculas circulares restritas aos macacos do Velho Mundo e as p-defensinas

representam a maior familia de defensinas de vertebrados (GANZ, 2003).
1.2 B-defensinas

As B-defensinas sdo moléculas pequenas, catidnicas, de 35 a 50 residuos de
aminoacidos, estruturadas por trés folhas B antiparalelas estabilizadas por trés
pontes dissulfeto (GANZ, 2003; NICASTRO et al., 2003), figura 1.
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Figura 1 - Estrutura tridimensional da -defensina humana-1(HBD-1) e da crotamina.

a. Defensina humana, nimero de acesso PDB 11JU. b. Crotamina, defensina-simile,
namero de acesso PDB P01475. As pontes dissulfeto sdo mostradas nas linhas
amarelas, folhas B antiparalelas em azul, a-hélice em vermelho-amarelo.

Fonte: Modificado de Nicastro et al., 2003.

O que diferencia uma a- de uma B-defensina € o padrdo de pareamento entre

as cisteinas, nas a-defensinas as pontes s&o formadas por ligacdes no padrdo Cys’-
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Cys®, Cys?-Cys”* e Cys®-Cy®, ao passo que nas B-defensinas as cisteinas estéo
ligadas no padréo Cys'-Cys>, Cys*-Cys” e Cys®-Cys® (XIAO et al, 2004), Figura 2.

3 5
2 4
a-defensinas 6
HNP-2 afc]y [eR] 1pa [€] 1AG [E] RRY [G] T [€] 1Y0Q [G] RLWAF [CC
HNP-4 v|c|s |CR| LVF [C|RRT |E | LRV |G|N |[C|LIG|G|VSFTY |CC
HD-5 ARAT [i@l v @8l TGR i@l A TR Bl s1.s §@ll v 8l £1s @l RLYRL E6
HD-6 RAFT |C|H |CR| RS- |C|YST |[E|YSY |G| T |C|TVM |G |N-HRF |[CC
B—defensinas
HBD-1 DHYN [€]VSSGGQ [€]LYSA [€]PIFTKIQ [G]T [€] YRGKAK K
HBD-2 DPVT [C|LKSGAI |C|HPVF |C |PRRYKQI |G|T|C|GLPGTK KKP
HBD-3 OQKYY |C|RVRGGR |C|AVLS |C |LPKEEQI |G |K |C|STRGRK RRKK
HBD-4 LDRI |C|GYGTAR |C|RKK- |C|RSQEYRI |G|R|C|PNTYA- LRKPWDESLLNRTK
1
5
2 4
3 6

Figura 2 - Alinhamento das sequéncias aminoacidicas de a- e p-defensinas humanas.

Os aminoacidos conservados séo realgados em azul. As pontes dissulfeto entre as
cisteinas 1-6, 2-4 e 3-5 nas a-defensinas sdo mostradas acima do alinhamento e
entre as cisteinas 1-5, 2-4 e 3-6 nas 3-defensinas abaixo.

Fonte: Modificado de Lehrer, 2004.

Exceto pelas seis cisteinas, outros poucos aminoécidos sdo conservados na
regido do peptideo maduro. Esta regido, devido a selecéo positiva, mostra alta taxa
de substituicdes de aminoacidos (HUGHES, 1999; MAXWELL et al., 2003).

As B-defensinas sdo expressas numa grande variedade de tecidos e 6rgéos
envolvidos na defesa do hospedeiro contra micro-organismos invasores. Tecidos
mucosos e epiteliais como pele, cérnea, lingua, gengiva, glandulas salivares,
esbfago, intestino, rim, trato urogenital e epitélio respiratorio, sdo fontes notaveis de
B-defensinas (DIAMOND et al., 2000; SCHUTTE; MCCRAY, 2002; ZHAO et al.,
2006).

A estrutura da pré-p-defensina consiste em uma sequéncia sinal, um curto ou
ausente pré-peptideo e a defensina madura (GANZ, 2003). As B-defensinas séo
sintetizadas em muitos tipos de células (incluindo linfécitos, mondocitos, macrofagos,
neutréfilos, células epiteliais e queratindcitos) como pré-pro-peptideos e

armazenadas em granulos na regido citoplasmética, permitindo rapida liberagdo dos
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peptideos ativos quando da infecgdo microbiana. Algumas defensinas séo
constitutivamente expressas enquanto outras podem ser induzidas (ZOU et al.,
2007). O mecanismo de processamento das defensinas ainda nao esta
completamente esclarecido, mas sabe-se que proteases, como a tripsina, estdo
envolvidas na clivagem das pré-defensinas (ZOU et al., 2007).

Algumas defensinas funcionam como imunoduladores eficazes na imunidade
adaptativa por quimioatracao seletiva de linfocitos T, mondcitos e células dendriticas
imaturas, portanto, a funcdo imune de defensinas nao esta limitada a imunidade
inata, mas também na imunidade adaptativa. Pesquisas recentes indicaram que as
defensinas humanas também podem atuar como biomarcadores de cancer e
moléculas antitumorais (DROIN et al., 2009).

As [(-defensinas contém uma matriz de cisteinas altamente conservada que
proporciona uma rigidez estrutural (YOUNT et al., 2009). Varios trabalhos paralelos
sugerem semelhancas estrutural, funcional e evolutiva entre 3-defensinas e outras
moléculas, tais como as toxinas. Assim como o0s peptideos antimicrobianos, muitas
toxinas sdo pequenas, catidnicas, estabilizadas por cisteinas (YEMAN; YOUNT,
2003), e compartilham certo grau de conservacdo com peptideos de defesa do
hospedeiro (YOUNT et al, 2009). Foram descritos peptideos com estrutura B-
defensina-simile em lagarto Anolis carolinensis (DALLA VALLE et al., 2012) e no
veneno de anémona do mar (TORRES; KUCHEL, 2004), ornitorrinco
(WHITTINGTON et al., 2008), lagarto Pogona (FRY et al., 2005) e serpentes
(RADIS-BAPTISTA et al., 2003; RADIS-BAPTISTA et al., 2004).

Um grupo de toxinas com homologia as -defensinas é a familia das pequenas
miotoxinas basicas de cascavéis, entre elas a crotamina, um dos principais
componentes do veneno das cascavéis sul-americanas Crotalus durissus terrificus
(GONCALVES; ARANTES, 1956; GONCALVES; VIEIRA, 1950). Essas toxinas
induzem a paralisia espastica nos membros posteriores de camundongos
rapidamente e, tardiamente, mionecrose no musculo esquelético (OGUIURA; BONI-
MITAKE; RADIS-BAPTISTA, 2005).

A estrutura global da crotamina e seu padréo de pareamento entre as cisteinas
séo similares aos das p-defensinas, embora os peptideos tenham baixa similaridade
em suas sequéncias e apresentem diferentes atividades biolégicas (FADEL et al.,
2005).
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A crotamina é um polipeptideo catidbnico com 42 residuos de aminoacidos,
carga liquida +8 em pH 7, tamanho de 4,9 kDa e pl 9,5 (LAURE, 1975). Na natureza,
as serpentes C. d. terrificus podem ou ndo apresentar na peconha a fracao
crotaminica, sendo os venenos classificados como crotamina positiva (+) ou
negativa (-) (GONCALVES; ARANTES, 1956).

A crotamina tem atividade antibiotica contra E. coli e Bacillus subtilis, bem
como antifingica contra Candida, Trichosporon spp. e Cryptococcus neoformans
(OGUIURA et al, 2011; YAMANE et al., 2013;. YOUNT et al., 2009). O ornitorrinco
também expressa peptideos defensina-similes com estrutura global e padréo de
emparelhamento das cisteinas similar as p-defensinas, porém sem atividade
antimicrobiana (TORRES et al., 1999).

Outras toxinas de veneno de serpentes com diferentes estruturas também
apresentam atividades antimicrobianas moderadas. A fosfolipase do tipo A; (PLA,) e
a L-aminoé&cido oxidase (LAOO) de Daboia russelli russelli, Crotalus adamanteus,
Naja sumatrana entre outras, inibiram o crescimento das bactérias Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (SAMY et al.,
2006). A LAOO de veneno de B. mattogrossensis apresentou atividade antibiética
contra diferentes bactérias Gram positiva e Gram negativa sem atividade citotoxica
contra macréfagos ou eritrocitos (OKUBO et al., 2012). Pequenos peptideos
sintéticos da serpente Naja atra contra E. coli e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans apresentaram atividade antimicrobiana significante (DE
LATOUR et al., 2010). A primeira catelicidina encontrada no veneno da serpente
Bungarus fasciatus, catelicidina BF, possui potente atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram negativas e moderada contra bactérias Gram positivas (Bacillus e

Salmonella typhi) e fungos (Candida albicans e Pichia pastoris) (WANG et al., 2008).

1.3 Mecanismo de agédo dos antimicrobianos

O principal modo de agdo dos PAMs é através do aumento da permeabilidade
da membrana plasmatica (STRAUS; HANCOCK, 2006). A primeira etapa seria a
interacao eletrostatica entre o peptideo positivamente carregado e os componentes
negativamente carregados da membrana do micro-organismo e/ou parasita. E em

uma etapa posterior, as interagdes entre a por¢ao apolar da membrana das células e
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os residuos hidrofébicos dos peptideos antimicrobianos culminariam na
permeabilizagdo das membranas (ANDREU; RIVAS, 1998).

Os parametros moleculares interdependentes e determinantes que influenciam
0s mecanismos de acdo dos antimicrobianos sdo sua conformacéo, carga liquida,
hidrofobicidade, anfipaticidade e angulo polar. Uma caracteristica marcante é a
conservacdo global da sua estrutura. A anfipaticidade e carga liquida séo
caracteristicas compreensivelmente conservadas entre muitos peptideos
antimicrobianos e a afinidade por carga é um importante meio de selecdo para estes
(YEMAN; YOUNT, 2003).

A caracteristica catidnica dos PAMs, associados com sua tendéncia a adotar
uma anfipaticidade, facilita sua interacao e insercdo na parede celular anidnica e nas
membranas fosfolipidicas de micro-organismos. Diversos mecanismos tém sido
propostos para explicar seu modo de acdo como a desestabilizagdo da membrana,
mecanismo de formagédo de carpete e formacéo de poro do tipo barril IZADPANAH ;
GALLO, 2005).

No mecanismo de formacédo de poro do tipo barril, a face hidrofébica dos
peptideos, em forma de a-hélice e/ou de fita-B, fica em contato com as caudas da
bicamada lipidica, enquanto a face hidrofilica forma o poro transmembrana. Desta
forma, ocorre 0 extravasamento do conteudo citoplasmatico, causando a destruicao
do micro-organismo (BULET et al., 2004).

Ja na formacdo dos poros toroidais, os residuos hidrofébicos dos peptideos
deslocam as cabecas polares dos fosfolipidios induzindo a formacdo de uma
curvatura na membrana, que desestabiliza a sua superficie e permite uma maior
interacdo com estes peptideos, ha a formacgéo do poro transmembrana no qual os
lipidios permanecem intercalados com as moléculas dos peptideos. Este mecanismo
permite a formacdo de poros com um tamanho pequeno e seletivo quanto a
passagem de ions (YANG et al, 2001).

De acordo com o modelo de carpete os PAMs se ligam a membrana do micro-
organismo por atragdo eletrostatica, e s6 comeg¢am a agir ao atingirem uma
concentracéo critica na superficie da mesma. Desta forma, os peptideos deslocam
de maneira difusa os fosfolipidios componentes da membrana plasmatica das
bactérias, alterando a sua fluidez, o que propicia a desestruturacdo da mesma.

Neste mecanismo ndo ha a formacédo de poros, pois a membrana se desintegra em
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forma de micelas, como pela agdo detergente (LADOKHIN; WHITE, 2001; SHAI,
1999).

1.4 Genes de defensinas

Genes de defensina-similes em vertebrados tém sido descritos em muitas
espécies como peixes (CASADEI ET AL., 2009; ZOU et al., 2007), répteis (DALLA
VALLE et al., 2012; RADIS-BAPTISTA et al., 2003; RADIS-BAPTISTA et al., 2004,),
aves (XIAO et al., 2004) e mamiferos (GANZ, 2003, LUENSER et al., 2005; PATIL et
al., 2005; SCHUTTE; MCCRAY, 2002; WHITTINGTON et al., 2008).

A maioria dos genes de B-defensinas em mamiferos é composta de dois éxons
separados por um intron de comprimento varidvel que codificam um polipeptideo
precursor constituido por: uma sequéncia sinal hidrofébica rica em leucina, uma pro-
sequéncia e uma defensina madura com um motivo de seis cisteinas conservado
(GANZ, 2003). Alguns genes podem ter um ou dois éxons adicionais que codificam
uma pro-sequéncia interna, parte da regido carboxi-terminal ou regibes nao
traduziveis (PATIL et al., 2005).

Um gene de B-defensina-simile de veneno de ornitorrinco, DEFB-VL, apresenta
a mesma estrutura de mamiferos com o primeiro éxon codificando o peptideo sinal e
o segundo éxon codificando a defensina madura com as seis cisteinas
(WHITTINGTON et al., 2008).

Treze genes de B-defensinas de galinha (genes Gal) foram identificados, e
diferentemente dos mamiferos, estes genes sédo formados por quatro éxons curtos
separados por trés introns de tamanhos variaveis (de 117 a 3322 pb). O gene Gal 12
€ uma excecdo com os dois ultimos éxons fundidos. O éxon 1 dos genes Gal
codifica a regiao 5' nao traduzivel (UTR); os éxons 2 e 3, semelhantes aos genes [3-
defensinas de mamiferos, codificam o peptideo sinal, pro-sequéncia e defensina
madura com 6 residuos de cisteinas e o ultimo éxon codifica a regido 3'UTR e
alguns aminoacidos C-terminais (XIAO et al., 2004).

Em serpentes, os genes B-defensina-similes tém trés éxons e dois introns
(RADIS-BAPTISTA et al., 2003; RADIS-BAPTISTA et al., 2004), assim como em
lagartos (DALLA VALLE et al., 2012) e peixes (ZOU et al., 2007). Em C. d. terrificus
foram descritos dois genes que codificam B-defensinas similes, os da crotamina e do

crotasin. O gene da crotamina (Crt-pl) possui cerca de 1,8 kpb cujos éxons séo
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separados por dois introns um longo (900 pb) e um curto (140 pb). O éxon 1 inclui a
regido 5' ndo traduzida e codifica para os primeiros 19 amino&cidos do peptideo
sinal. O éxon 2 codifica 42 aminoacidos, trés pertencentes ao peptideo sinal e 39 a
crotamina madura. O éxon 3 codifica para os ultimos trés aminoacidos da toxina
madura, incluindo a lisina terminal, que € retirada apos a traducao, e a regido 3'- nao
traduzida (RADIS-BAPTISTA et al., 2003).

O crotasin, gene paralogo ao da crotamina, apresenta a mesma estrutura
génica e alta similaridade nas sequéncias nao-traduzidas 3’ e 5’, do peptideo sinal e
dos introns, porém o intron 1 é de comprimento maior (2,5kpb) do que o intron 1 da
crotamina (RADIS-BAPTISTA et al., 2004). Uma comparagdo da sequéncia
nucleotidica do gene da crotamina (Crt-p1l) com o gene do crotasin (Cts-p2), revelou
alta similaridade nas regides de introns (92,3%), peptideo sinal (96,9%), 5-UTR
(93,4%) e 3'UTR (100%), mas baixa na regidao codificante do peptideo maduro
(59,5%) (RADIS-BAPTISTA et al., 2004).

O crotasin (Cts-p2) foi isolado de espécimes crotamina negativos, porém ele
estd presente em ambas as variedades (crotamina + e crotamina -). A transcricdo
reversa acoplada a PCR mostrou que Cts-p2 € abundantemente expresso em
diversos tecidos da serpente, principalmente pancreas e figado, mas raramente
expresso na glandula de veneno (RADIS-BAPTISTA et al., 2004). Possui 41
residuos de aminoacidos, carga liquida -1 em pH 7, tamanho de 4,7 kDa e pl 5,3. As
estruturas génicas, as mesmas fases de ambos o0s introns, as sequéncias
nucleotidicas e o motivo conservado das seis cisteinas sugerem que a crotamina e o
crotasin evoluiram por duplicacdo de um gene ancestral comum. A funcao fisiolégica
do crotasin ainda no é conhecida (RADIS-BAPTISTA et al., 2004).

1.5 Filogenia e evolugéo das defensinas

Os genes de B-defensinas constituem uma familia multigénica, ou seja, um
grupo de genes que descende de um gene ancestral comum e, portanto tém funcdes
e sequéncias de DNA similares. Varias familias multigénicas, incluindo
imunoglobulinas e moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC), evoluem
de acordo com um mecanismo definido como evolugdo por nascimento-e-morte.

Neste modelo novos genes sdo criados por duplicacbes génicas e alguns genes
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duplicados sdo mantidos no genoma por um longo tempo enquanto outros perdem a
atividade e podem ser deletados (NEI; ROONEY, 2005).

A relacéo evolutiva entre defensinas de vertebrados e de outras espécies ainda
nao estad clara, embora andlises filogenéticas tenham revelado que um gene
primordial de B-defensina seja o ancestral comum para todos os vertebrados (XIAO
et al., 2004).

Apesar da maioria das B-defensinas serem evolutivamente conservadas entre
espécies a andlise filogenética de Patil et al. (2005) mostrou que h& subgrupos de
linhagens génicas espécie-especificas implicando em algumas p-defensinas terem
se originado apés a divergéncia desses mamiferos enquanto que a maioria surgiu
antes do ultimo ancestral comum de mamiferos.

Luenser et al. (2005) estudaram a evolugdo molecular e a variabilidade génica
de pB-defensinas de caprinos, e utilizando apenas as sequéncias de introns,
revelaram que esses genes descritos sdo de origem monofilética e surgiram por
numerosos eventos de duplicagcdo independentes, assim, genes recentes de
defensinas de caprinos séo distribuidos de modo espécie-especifico.

A analise filogenética por “neighbor-joining” com genes de vertebrados mostra
que as defensinas de galinha se agrupam com diferentes grupos de p-defensinas de
mamiferos e que esse agrupamento surgiu antes do Ultimo ancestral comum de
aves e mamiferos, ha estimados 310 milhdes de anos (XIAO et al., 2005).

Zou et al. (2007) descreveram pela primeira vez genes de B-defensinas em
peixes, expressos em Varios tecidos (gbnadas, rim, pancreas etc.). Estes peptideos
se assemelham as p-defensinas de mamiferos e aves e se dividem em dois
subgrupos com base na comparacédo de homologia e analise filogenética.

As andlises filogenéticas de defensina-similes de ornitorrinco (Ornithorhynchus
venom defensin-like peptide - OvDLPs), de lagarto, p-defensinas 1, 2, e 11 de
galinha, p-defensina 51 de camundongo e crotamina do veneno de serpente
mostram gue esses genes parecem ter evoluido independentemente a partir de um
mesmo gene ancestral (WHITTINGTON et al., 2008).
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1.6 Serpentes

As serpentes distribuem-se por uma grande variedade de habitats, desde
ambientes aridos até florestas e ambientes alagadicos, exceto nas calotas polares
(CAMPBELL; LAMAR, 2004). Pertencem a ordem Squamata, que inclui as
serpentes, lagartos e anfisbenas e é a principal ordem da classe Reptilia com o
maior numero de répteis descritos. Das 3378 espécies de serpentes conhecidas,
375 séo brasileiras (UETZ, 2011).

Sao descritas seis superfamilias de serpentes: Acrochordoidea, Uropeltoidea,
Pythonoidea, Booidea, Colubroidea e Typhloidea. A superfamilia Colubroidea inclui a
maioria das espécies de serpentes, inclusive as peconhentas, e é uma das
radiacfes mais evidentes e bem conhecidas de vertebrados terrestres (PYRON et
al., 2011). Nesta superfamilia, encontra-se a familia Viperidae com 308 espécies e a
subfamila Crotalinae ("pitvipers") que inclui as espécies peconhentas brasileiras dos
géneros Bothrops (jararacas), Crotalus (cascavel) e Lachesis (surucucu).

Os viperideos séo caracterizados por apresentarem denticdo do tipo solendglifa
("soleno"= canal, "gliphé"= sulco) constituida de um par de dentes ou presas
anteriores, bem desenvolvidos, com canal central e maxilar mével; e presenca de
fosseta loreal (sistema termo-receptor bem desenvolvido que possibilita a percepcéo
de animais de sangue quente) (CAMPBELL; LAMAR, 2004).

No Brasil, foram registrados 30836 acidentes por serpentes em 2011, sendo
maior o nimero de casos nas regides Norte (9309) e Nordeste (8081) (MINISTERIO
DA SAUDE, 2012). Os acidentes botropicos representam a maioria dos casos, 88%,
enguanto que os acidentes crotalicos representam 9%, laquéticos 2,5% e elapidicos
0,5% (género Micrurus, nome popular coral verdadeira) do total das notificacbes
(MS, 2011).

O género Lachesis Linnaeus, 1766, cujo nome se deve a uma das trés Moiras
na mitologia grega (Laquesis), tem uma Unica espécie - Lachesis muta, difundida na
América do Sul, principalmente, na regido Nordeste do Brasil. Sdo as maiores
serpentes venenosas do Novo Mundo e os maiores viperideos do mundo. O nome
da espécie muta vem do latim = mudo pelo fato das surucucus, como as cascaveis,
vibrarem a cauda quando alarmadas, porém, como nao tém chocalho ndo ha som

(CAMPBELL; LAMAR, 2004). Seu veneno tem acao: hemorragica, coagulante, com
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inflamacéo local e neurotdxica vagal (vbmito, diarréia, hipotensdo, choque) (MS,
2011).

O género Crotalus Linnaeus, 1758, é representado no Brasil por uma Unica
espécie, Crotalus durissus, que tem uma ampla distribuicdo geografica. A presenca
de um guizo ao final da cauda torna os espécimes desse grupo inconfundiveis (do
espanhol "cascabeles" e do latim = chocalho) (CAMPBELL; LAMAR, 2004). Séo
responsaveis pelo maior indice de mortalidade sendo seu veneno o mais letal com
acOes: neurotoxica, miotoxica sistémica, sem dor local, visdo turva e insuficiéncia
renal (MS, 2011).

O grupo Bothrops Wagler, 1824, é formado por 37 espécies. O nome do género
€ derivado do grego "bothros" = fosseta e "ops" = olho/face, obviamente em alusdo
as distintivas fossetas loreais sensiveis ao calor localizadas na face entre as narinas
e os olhos (CAMPBELL; LAMAR; 2004). Possuem cabeca em forma de lanca na
maioria das espécies. O género € distribuido pela América do Sul, com duas
espécies alcancando a América Central. Seu veneno de acdo local causa: dor
imediata, inchaco, hemorragia, bolhas e insuficiéncia renal (MS, 2011).

As espécies do género Bothrops haviam sido alocadas em cinco géneros
segundo Fenwick et al. (2009): Bothrocophias, Rhinocerophis, Bothropoides,
Bothrops e Bothriopsis voltando, atualmente, a ser reagrupadas em um Unico género
(Bothrops) segundo Carrasco et al. (2012). Neste estudo, Carrasco et al. (2012)
exploraram as questfes da informacao filogenética de diferentes tipos de caracteres
morfologicos; o grau de congruéncia entre as diferentes fontes de evidéncia
(morfol6gica, molecular e ecoldgico) o monofiletismo e as relagcdes dentro do grupo
Bothropoide. Finalmente, depois de avaliar as propostas taxondmicas anteriores,
sugerem um rearranjo que retifica a parafilia de Bothrops enquanto observam a
estabilidade taxonémica, mantendo diferentes espécies em um mesmo género
(Bothrops) em que aparecem como grupo monofilético nas arvores filogenéticas.

As analises filogenéticas destas serpentes, assim como o estudo de toxinas do
veneno, podem contribuir para o entendimento da variabilidade em viperideos
(CARRASCO et al., 2012; WUSTER et al., 2008).
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1.7 Objetivos e justificativa

Mais de 300 defensinas foram identificadas até 2006 (SEEBAH et al., 2007),
com poucas sequéncias descritas para répteis. Novas buscas ainda podem ser
feitas por homologia através de técnicas como: amplificacdo por PCR, hibridizacdo
de acidos nucléicos e similaridade de sequéncias de cDNA e DNA gendmico em
banco de dados (SCHUTTE; MCCRAY, 2002). Devido a seu pequeno tamanho, 0s
genes de B-defensina sdo excelentes alvos para amplificacdo por PCR. Diamond et
al. (1991) foram os primeiros a usar a técnica de PCR para clonar um gene de 3-
defensina. Na revisdo de Schutte e Mccray (2002) é descrito que em 10 de 12
amplificacbes de genes de defensinas em vertebrados foram usados "primers"
desenhados com base em cDNA de uma diferente espécie. Portanto, para atingir o
objetivo principal deste trabalho: investigar genes B-defensina-similes em serpentes
dos géneros Bothrops e Lachesis optamos pela amplificacdo dessas sequéncias por
PCR utilizando “primers” heterdlogos de cascavéis, devido as suas relacbes de
parentesco.

Outro objetivo foi determinar se os peptideos codificados por essas sequéncias
possuem atividade antibiética. Para tanto, polipeptideos sintéticos lineares foram
testados para atividade antimicrobiana pelo microensaio em meio liquido para

determinar a concentracdo minima inibitoria.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Purificacdo de DNA

Os DNAs genbmicos foram extraidos de tecidos fornecidos pelo Banco de
Tecidos da Colegcdo Alphonse Richard Hoge do Instituto Butantan, de animais
mantidos no Laboratério de Herpetologia e Laboratério Especial de Ecologia e
Evolucdo do Instituto Butantan e de tecidos fornecidos pelo Banco de Tecidos do
Instituto de Biociéncias da USP (IB) (quadro 1). Para a purificacdo do DNA de
figado, foi utilizado o método descrito por Ausubel et al. (2002) modificado e a
purificacdo a partir de sangue foi feita com o kit de purificagdo ZR Genomic DNA™
Tissue da ZymoResearch®.

As amostras de DNA gendmico foram dosadas no espectrofotdmetro Nano
Drop ND-2000c acoplado ao programa ND-2000 v. 3.3.0, no comprimento de onda
de 260 nm.

Espécies Tecido Tombo Localidade
Bothrops alternatus Figado IBSP: 77.198 Estiva - MG
Bothrops atrox Sangue IBSP: 79.765 Rio Branco - AC
Bothrops diporus Figado IBSP: 60.323 Blumenal - SC
Bothrops erythromelas Sangue IBSP: 79.766 Ibitina - BA
Bothrops insularis* Sangue s/ nimero lllha da Queimada Grande - SP
Bothrops jararaca Sangue s/ nUmero Embu Guagu - SP
Bothrops jararacussu Figado s/ nimero Ubatuba - SP
Bothrops leucurus Sangue IBSP: 79.100 Porto Seguro - BA
Bothrops mattogrossensis Figado IB: 77.705 N. Sra do Livramento - MT
Bothrops neuwiedi Figado IBSP: 74.566 Baependi - MG
Crotalus durissus terrificus Sangue s/ nimero s/ procedéncia
Lachesis muta* Sangue s/ nUmero NE - Bahia/Pernambuco

Quadro 1 - Origem dos tecidos cujos DNAs foram purificados para este trabalho.

Os nomes das espécies sdo apresentadas segundo Carrasco et al. 2012; o tipo de tecido
de onde foi purificado o DNA; nimero de tombo quando o tecido foi cedido pelo Banco
de Tecidos da Colegcdo Herpetologica Alphonse Richard-Hoge do Instituto Butantan
(IBSP) ou pelo Banco de Tecidos do Instituto de Biociéncias da USP (IB) e localidade de
captura (cidade) quando informada. *A B. insularis e a L. muta sdo mantidas em cativeiro
no Laboratério Especial de Ecologia e Evolucdo e no Laboratério de Herpetologia do
Instituto Butantan, respectivamente.
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2.2 Reagédo de PCR

Para a reagao de PCR, foram utilizados os “primers” de regides conservadas
do gene da crotamina (nimero de acesso ao GenBank: AF 223947) sintetizados
pela Invitrogen™ do Brasil:

HO10: 5'-AAG CAG TCT CAG CAT GAA GAT-3' com Tm (50mM Na*) =59 °C; e
3'UTRas: 5-GGC ACT CTC AGG TCC TTG GCC AT-3' com Tm (50mM Na*) =
70 °C.

Em 50 ul de reacéo, utilizaram-se as seguintes quantidades de DNA:

e 100 ng de DNA para a espécie L. muta;

e 300 ng de DNA para a espécie B. diporus, B. erythromelas,

e 500 ng de DNA para as espécies B. pauloensis, B. jararaca e B.
neuwiedi; B. atrox, B. leucurus.

e 800 ng de DNA para as espécies B. jararacussu e B. mattogrossensis.

e 300 ng de DNA para as espécies B. alternatus e B. insularis.

e 100 ng de DNA de cascavel C. durissus (controle positivo).

Demais reagentes:

e 0,1 uM de cada "primer" por reacéo,

e 1,25 U de Tag DNA Polimerase Platinum® (Invitrogen™)(destituida de
atividade 3'—>5' exonuclease),

e tampdo sem magnésio [1X] com adicdo de 1,5 mM de cloreto de
magnesio e

e 0,2 mMde dNTPs.

A reacao foi feita no termociclador Mastercycler® Ep Gradient da Eppendorf™
nas seguintes condi¢des:

e desnaturacéo inicial de 4 min a 94 °C;
e seguido de 30 ciclos de: 45 s a 94 °C,
e 45s5a525°C,55°Cous58°Ce

e 45sa72°C.

A temperatura de hibridizagdo dos "primers" foi otimizada em 52,5 °C para as
espécies B. neuwiedi e B. alternatus; 55 °C para as espécies B. insularis, B.
jararacussu, B. diporus e B. mattogrossensis; e 58 °C para as espécies B. jararaca,

B. pauloensis, B. atrox, B. leucurus, e L. muta.



33

2.3 Eletroforese em gel de agarose

Os amplificados foram analisados por eletroforese em gel agarose 1 % com
Tampédo TAE 1X pH 8,5 (4 mM de Tris base, 0,14 % de acido acético glacial e 1 mM
de EDTA) e Gel Red 0,01X. Apoés a corrida, o DNA foi visualizado no transiluminador
Alpha Innotech™ no comprimento de onda de 302 nm e a imagem digitalizada no

programa Alpha Digidoc™ RT 2 da Alpha Innotech™.

2.4 Purificagao e ligacao de DNA

Os amplificados de interesse, de 0,8 a 2,0 kpb de comprimento, foram cortados
do gel e purificados em coluna com o kit Zymoclean™ DNA Recovery Kit da
ZymoResearch®. Depois, foram dosados em espectrofotometro Nano Drop ND-
2000c e ligados no vetor pTZ57R/T do Instaclone ™ PCR Clonning Kit (Fermentas™)
(anexo A).

Para as reacfes de ligacdo, foram utilizadas as propor¢cdes de extremidades
molares de inserto por vetor de 3:1, e a enzima T4 DNA ligase USB™ no tampéao de

reacdo do mesmo fabricante, por 2 horas a temperatura ambiente.

2.5 Transformacéo bacteriana (SAMBROOK et al., 1989)

As bactérias competentes E. coli cepa DH5a foram preparadas a partir de pré
inéculo, crescidas até DOoo) de 0,6 e tratadas por choque térmico e resuspensas
em solucdo de CaCl, 0,1M. As reacbes de ligacdo, os tubos e as bactérias
competentes foram mantidos em gelo por 15 minutos. Foram adicionados 7,5 pl de
cada ligacdo para 50 pl de bactéria competente e mantidos em gelo. Apos 20 min,
foi feito choque térmico a 42 °C por 90s e mantidos em gelo novamente. Adicionou-
se 950 ul de meio de cultura Luria Bertani (LB), acrescido de glicose 20mM e cloreto
de magnésio 10mM, e a cultura foi mantida por uma hora a 37 °C sob agitacao.
Depois, 200 pl de bactérias transformadas foram plaqueadas em LBA (meio LB
sélido contendo Ampicilina 100 pg/ml). Como controle positivo da transformacéao foi

utilizado plasmideo pTZ57R, sem inserto, plagueado em LBA e como controle



34

negativo foi utilizada a bactéria DH5a, sem plasmideo, plaqueada nos meios solidos,

LB e LBA. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C durante a noite.

2.6 Verificacao rapida de plasmideo (ERIK et al., 1998)

Seis colbnias isoladas de cada transformagéo, mais uma col6nia de plasmideo
sem inserto, foram cultivadas em tubos com meio LBA liquido, a 37 °C, sob agitacéao,
durante a noite. Centrifugou-se 150 ul de cada cultura e, sobre o residuo, adicionou-
se 14 ul de “stop mix” (azul de bromofenol 0,017%, EDTA 16 mM, sacarose 8%,
uréia 7%) e 40 pl de fenol/cloroformio (1:1). A mistura foi agitada no vortex e
novamente centrifugada. Aplicou-se 10 ul da fase aquosa de cada amostra em cada
poco do gel agarose 1%. O plasmideo integro sem inserto (pTZ57R) foi utilizado

como padréo de peso molecular.

2.7 Purificacdo de plasmideos

Os plasmideos maiores do que o pTZ57R foram purificados, a partir de 1,2 mL
de cultura bacteriana, em coluna com Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit da
ZymoResearch® e eluidos em 25 pl de tampao do kit e a sua concentracdo

estimada em espectrofotdmetro Nano Drop ND-2000c.

2.8 Digestédo de DNA plasmidial

Os clones purificados foram digeridos com enzimas de restricdo para checar a
presenca e o tamanho dos insertos.

Para cada 15ul de reacao, utilizou-se 5U de enzima Pstl, 5U de enzima EcoRl,
Tampdo NEB3 1X, BSA 1X, 5 ul de cada clone e agua ultra pura, quantidade
suficiente para o volume final (15 pl). A reagéo ocorreu em banho-maria a 37 °C, por

2 horas.

2.9 Reacéo de sequenciamento

Para a reacao de sequenciamento, foram utilizados numa primeira reagao 0s

"primers" do vetor pTZ57R/T:
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T7: 5-TAATAC GACTCACTATAG GG -3’ e

M13/pUC (-20nt): 5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’;
e posteriormente, apos andlise das primeiras sequéncias, foram desenhados
"primers" internos, para completar as sequéncias do intron 1 usando o site IDT
(http://www.idtdna.com /Scitools/Applications/"primer"quest/):
intron-def-REV: 5-GACTTCCGATTCCCTGTTGC-3
intron-def-FWD: 5-GATTATTTCTTCCCTCCTACG-3’ da Invitrogen™.

Para cada reacao de sequenciamento, utilizou-se de 100 a 150 ng de DNA e
1,6 pmol de cada "primer". As amostras foram sequenciadas (pelo método de
Sanger) no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan, utilizando os kits BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing; e fracionadas no aparelho ABI Prism® 3100

Genetic Analyzer da Applied Biosystems™.

2.10 Montagem e alinhamento das sequéncias

A andlise preliminar das sequéncias foi feita no programa CodonCode Aligner
v3.7.1 utilizando o algoritmo Muscle (EDGAR, 2004) mais correcbes manuais para
obter a sobreposicdo das sequéncias de cada inserto. Para os insertos grandes, de
mais de 1000pb, o alinhamento foi feito em separado, senso e reverso, com 0
algoritmo ClustalW no programa on-line ClustalW2 (GOUJON et al., 2010; LARKIN
et al., 2007).

2.11 Andlise filogenética

As sequéncias génicas foram alinhadas no programa online MAFFT v6
(KATOH, 2010) na opcdo E-INS-i (recomendada para menos de 200 sequéncias
com dominios multiplos conservados e longos GAPS).

As sequéncias aminoacidicas foram alinhadas pelo algoritmo Muscle no
programa Jalview v2 (WATHERHOUSE et al., 2009). A sequéncia consenso de
maioria foi obtida no Programa BioEdit version 7.1.3 (HALL, 2011).

Para as analises filogenéticas foram utilizadas sequéncias concatenadas (de
éxons e introns) ou fracionadas por regides (s6 éxons 1, 2 e 3, e so intron 1) e foram
realizadas pelo método de maxima parcimonia (MP) utilizando os programas T.N.T.
1.1 ("Tree analysis using New Technology" desenvolvido por GOLOBOFF et al.,
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2003) e MEGA v5 (TAMURA et al, 2011). As éarvores filogenéticas geradas foram
editadas no programa FigTree v1.3.1 (RAMBAUT, 2009). A &rvore mais
parcimoniosa foi obtida por busca exaustiva, onde todas as arvores possiveis séo
analisadas.

A conciliagdo da arvore filogenética das sequéncias génicas com a &arvore
filogenética de espécies (arvore consenso das descritas por WUSTER et al., 2002,
CASTOE; FENWICK et al., 2009 e PARKINSON, 2006) foram implementadas no
programa Mesquite v2.75 (MADDISON; MADDISON, 2011).

Para as andlises filogenéticas com sequéncias aminoacidicas foi utilizado o

método de “neighbor joining” (SAITOU; NEI, 1987) no programa Jalview v2.

2.12 Anélise da taxa evolutiva das sequéncias

A taxa dN/dS (relacdo entre substituicbes nucleotidicas néo-sinbnimas e
sinbnimas) foi utilizada para analisar as sequéncias codificantes sob selecdo positiva
ou negativa, utilizando o pacote HYPHY no servidor Datamonkey (POND; FROST,
2005). O método utiliza a verossimilhanca e para a analise dos dados foram
escolhidos os seguintes parametros: codon como tipo de dados, cddigo genético
universal, método SLAC ("single likelihood ancestor counting"), rdpido e mais
conservador e que pode ser usado para grande conjunto de dados e para obter
mapas de substituicio em cada local permitindo a visualizacdo do processo
evolutivo e modelo REV ("time reversible model"), modelo de substituicao reversivel
gue considera a troca de uma base nitrogenada por qualquer outra.

2.13 Dados bioguimicos e modelagem tridimensional

As sequéncias génicas nucleotidicas codificantes foram traduzidas, em
aminodcidos utilizando os programas Mega ou BioEdit. A sequéncia precursora foi
analisada no servidor online Signal P 4.0 (PETERSEN et al., 2011) de modo a
verificar a presenca e localizacéo do sitio de clivagem do peptideo sinal. O calculo
foi feito pela combinacéo de diversas redes neurais artificiais do programa.

Foram calculados para as sequéncias dos peptideos lineares maduros: a carga

liquida em pH 7, o potencial de hidrofobicidade (seguindo a escala de Winley- White,
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1996), o ponto isoelétrico (pl) e a massa no programa PepDraw
(http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/index.html).

Foi feita uma busca de sequéncias proteicas e informacfes funcionais de
defensinas, B-defensinas, miotoxinas ou pB-defensina-similes no banco Uniprot
("Universal Protein Resource") (2012). Para selecdo destas sequéncias obtidas
foram considerados: estado da sequéncia, se revisada ou nao pelos responsaveis
do proprio banco; tipo de organismo, restrito aos vertebrados; e maior valor as
proteinas purificadas, com informagfes biolégicas e com modelo de estrutura
tridimensional publicado.

A reconstrucéao filogenética com sequéncias aminoacidicas auxiliou na busca
por um modelo tridimensional evolutivamente mais proximo para servir como molde
para os peptideos em estudo. O modelo tridimensional da proteina escolhida foi
obtido no portal de estruturas biolégicas macromoleculares PDB ("Protein Data
Bank") pelo seu nimero de identificacdo da proteina, nome da molécula ou autor
que a descreveu e o arquivo com a molécula foi baixado em formato pdb utilizado
por este portal. Foi criado um projeto no programa Pdbviewer (GUEX; PETISCH,
1997) com a sequéncia madura de cada peptideo mais a proteina molde escolhida
para criar a estrutura por método comparativo automatico no SwissModel (ARNOLD
et al., 2006) disponivel em http://swissmodel.expasy.org.

Os modelos foram obtidos por método comparativo automatico no
SwissModel (ARNOLD et al., 2006) disponivel em http://swissmodel.expasy.org/. Foi
obtido um relatério com uma estimativa global da qualidade "QMEAN" (BENKERT et
al., 2011) do modelo obtido com base no molde escolhido, sendo considerados:
energia de interacdo entre os carbonos beta, energia de pareamento entre todos 0s
atomos, energia de solvatacdo e energia de angulo de torcéo.

As moléculas geradas foram editadas no programa Pdbviewer, destacando as
pontes dissulfeto entre as cisteinas, colorindo as folhas beta e a-hélice e cada
aminoacido por suas caracteristicas como hidrofobicidade e polaridade, calculando
seu potencial eletrostatico e distribuicdo de cargas, renderizacdo em 3D entre

outras.

2.14 Ensaios antimicrobianos
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2.14.1 Peptideos sintéticos: reducdo e alquilagao

Foram sintetizados automaticamente pela Biomatik (Wilmington, USA) os
seguintes peptideos p-defensina-similes de serpentes: DefbBd03, DefbBj01,
DefbBju01, DefbBm02, DefbBmO03, DefbBn02, DefbLmO01, DefbLmO02, Crotasin,
DefbPm (de Phalotris mertensi), DefbTs (de Thamnodynastis strigatus) e -
defensina-humana-2 (hBd02).

Os peptideos (8-10mg) desnaturados com 8 M de uréia e 400 mM de
bicarbonato de amdnio foram reduzidos pelo método modificado de Stone e Willians
(1996) por incubagcdo com 45 mM de ditiotreitol (DTT) por 15 min & 50 °C, seguidos
de alquilacdo por incubagdo com 100 mM de iodoacetamida (IAA) por 15 min,
protegido da luz, a temperatura ambiente e diluidos em agua para concentracéo final
de 1 M de uréia para seguir com a purificacéo, por gravidade, em coluna Sep-Pak®
C18 (Vac 20cc, 5g, Waters Associations™). A coluna C18 foi ativada com metanol
absoluto e em seguida equilibrada em agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido
trifluoro acético (TFA). As amostras foram diluidas em TFA para concentracao final
de 0,05% e aplicadas na coluna. Todo o volume de solucéo foi recolhido e separado
dos peptideos purificados/eluidos em 80% de solvente acetonitrila (ACN) em agua
ultrapura acidificada. Todas as amostras foram liofilizadas, ap6s congelamento das
solucbes em gelo seco, e reconstituidas em 0,01% de acido acético até a
concentracéo de cerca de 1 mg/ml, estimada no mesmo espectrofotdmetro.

Uma aliquota dos peptideos foi checada por espectrometria de massa por
MALDI-TOF-MS ("Matrix Assisted Laser Desorption lonization") para verificar se
todas as moléculas ou parte delas estavam realmente reduzidas e alquiladas de

acordo com a alteracdo da massa dos amino&cidos ionicamente carregados.

2.14.2 Micro-organismos

Foram utilizadas espécies de bactérias Gram positivas e Gram negativas para
0os ensaios de inibicAo de crescimento em meio liquido para determinar a
concentracéo inibitdria minima de crescimento bacteriano (CIM) com os peptideos -
defensina-similes sintéticos. O teste foi feito com espécies bacterianas Gram

negativas: Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens, Morganella morganii,
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Providencia rettgeri e Citrobacter freundii obtidas da flora bacteriana de serpentes,
cedidas pela Dra Marcia Regina Franzolin do Laboratério de Bacteriologia do
Instituto Butantan e Escherechia coli (ATCC 25922); e Gram positivas: Micrococcus
luteus (A270) da colecdo do Instituto Pasteur (Paris, Frangca) e Staphylococcus

aureus de flora bucal de serpente.

2.14.3 Ensaios de inibicdo de crescimento microbiano em meio liquido

Foi utilizado o método de Xiao et al. (2006) modificado para avaliar a atividade
antibacteriana. A maioria das bactérias foi mantida em placa de petri com LB &gar
1,5%, e as espécies fermentadoras de lactose E. coli ATCC 25922, K. pneumonia e
C. freundii foram mantidas em placas de agar BBL™ MacConkey 1,5% sendo
cultivadas para repique semanal em meio LB liquido, por 18 h, 37 °C, a 120 RPM em
estufa.

Apoés cultivo inicial de trés colbnias independentes em meio BBL™ TSB
("Trypticase Soy Broth", caldo digerido de soja-caseina) a 37 °C por uma noite, em
estufa com agitagdo de 120RPM, foi feito subcultivo com 100ul de cada cultura em
8mL de TSB e apds 1h30 min - 3 h as culturas foram dosadas em cubeta por
absorbancia a 600 nm no espectrofotbmetro Nanodrop 2000c. Cada espécie
bacteriana cresceu até sua densidade Optica 6tima, correspondente ao crescimento
exponencial (fase logaritmica) determinada anteriormente pela curva de crescimento
de cada espécie.

As bactérias foram lavadas uma vez por 10 min de centrifugacédo a 7820 g com
10 mM de tampéo fosfato de sédio, pH 7,4, e ressuspensas a 4x10° UFC/ml em
tampéao fosfato contendo 10% de TSB. Apenas as espécies M. morganii e P. rettgeri
precisaram de meio mais concentrado sendo cultivadas em tampao fosfato a 50% de
TSB, para atingir a mesma concentracao de células que as demais no cultivo. Foram
adicionas 90ul de cultura na microplaca de 96 pocos contendo 10 ul de cada
peptideo distribuidos em triplicata, diluidos em série a partir de 0,64 ug/ul até 0,01
ug/ul e entédo incubadas a 37 °C por cerca de 18 horas. A crotamina nativa e a
crotamina desnaturada foram utilizadas para a padronizacdo dos ensaios sendo a
primeira diluida a partir de 1,24 ug/ul até 0,01 ug/ul e a segunda diluida a partir de

0,64 pg/ul até 0,01 pg/ul. Foram realizados trés experimentos com células
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independentes em triplicatas. Para o controle de crescimento bacteriano foi utilizado
como positivo 90ul de cultura com 10 ul de acido acético 0,01% e como controle
negativo 90 ul de tampao fosfato contendo (com 10% ou 50% de TSB) mais 10 ul de
acido aceético 0,01%. A turbidez das culturas foi lida a 600 nm em leitor de
microplacas Epoch™ da Biotek®. A CIM de cada peptidio foi determinada pela

menor concentracdo de peptideo capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano.
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3.1 Sequéncias B-defensina-similes
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Foram obtidas 13 sequéncias B-defensina-similes de serpentes, de 10 espécies

de viperideos. A nomenclatura dos genes seguiu o padrdo que se tém utilizado para

ratos e camundongos, segundo o banco de dados Mouse Genome Database (MGD)

(Eppig et al., 2012), por exemplo, Def da familia das defensinas mais a letra B da

subfamilia B, e as iniciais da espécie de serpente Ba de B.atrox seguido do niamero

da sequéncia. Entretanto, para facilitar a visualizacdo da nomenclatura génica nas

imagens das arvores filogenéticas optamos por utilizar os nomes das espécies

completos mais a sigla da familia das p-defensinas seguida do numero da

sequéncia. Sequéncias nao p-defensinas receberam o prefixo Seq. Na figura 3,

apresentamos os nomes dos genes assim como o nimero de acesso ao GenBank

de cada sequéncia.

Serpente * # GenBank
grupo B.atrox_defensinaB_01 DefbBa01 KC117158
‘atrox' B.leucurus_defensinaB_01 DefbBIO1 KC117166
grupo B.alternatus_sequéncia_01 SeqBal01 KC117159
‘alternatus’
grupo B.jararaca_defensinaB_01 DefbBjo1 KC117163
'jararaca’ B.jararaca_defensinaB_02 DefbBj02 KC117164
B.insularis_sequéncia_02 SeqBi02 KC117162
grupo B.jararacussu_defensinaB_01 DefbBju01 KC117165
'fararacussu’
grupo B.diporus_defensinaB_01 DefbBd01 KC117160
‘neuwiedi’ B.erythromelas_defensinaB_01 DefbBe01 KC117161
B.mattogrossensis_defensinaB_02 DefbBm02 KC117167
B.mattogrossensis_defensinaB_03 DefbBm03 KC117168
B.neuwiedi_defensinaB_02 DefbBn02 KC117169
B.pauloensis_defensinaB_01 DefbBp01 KC117170
género L.muta_defensinaB_01 DefbLmO01 KC117171
Lachesis L.muta_defensinaB_02 DefbLm02 KC117172

Figura 3 - Nomes das sequéncias p-defensina-similes de serpentes brasileiras da
familia Viperidae descritas neste trabalho.

Grupo das serpentes botrdpicas, *nome das sequéncias génicas utilizadas nas analises
filogenéticas e “nome dos genes e nimero de acesso ao GenBank.
Fonte: Correa e Oguiura, 2013.
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O alinhamento dessas sequéncias com 0s genes da crotamina e do crotasin,
que pode ser vista no material suplementar 2, permitiu determinar as regides
intrbnicas e exodnicas. Os genes p-defensina-similes dos viperideos estudados
apresentaram tamanhos totais variando de 852pb a 2397pb (tabela 1). Essa
variacdo no tamanho total dos genes também é vista em aves, variando de 900pb a
4608pb (XIAO et al., 2004); em lagartos (Anolis carolinenses) de 689pb a 12825pb
(DALLA VALLE et al., 2012) e em peixes de 398pb a 4544pb (ZOU et al., 2007).

A maioria das sequéncias amplificadas apresentou trés éxons, separados por
dois introns, um longo de fase 1 e um curto de fase 2. Esta organizacdo génica € a
mesma dos genes da crotamina e crotasin em C. d. terrificus, da maioria dos genes
B-defensina do lagarto verde Anolis carolinensis (DALLA VALLE et al., 2012) e de
peixes como a truta (ZOU et al., 2007), mas diferente dos mamiferos (PATIL et al.,
2005), cujos genes B-defensina sdo compostos de dois éxons separados por um
intron de comprimento variavel; e as aves, com quatro éxons curtos separados por

trés introns de tamanhos variaveis, mas com excecdes (XIAO et al., 2004).

Genes Espécies Total éxonl intronl éxon Il intron 1l éxon lll
DefbBa01  B. atrox 2166 58 1784 121*+203% - -
SeqBalOl B. alternatus 1658 58 1308 83*+209% - -
DefbBd03 B. diporus 2134 58 1758 112 153 16*+37%
DefbBe01 B. erythromelas 852 58 470 118 153 16*+37%
SeqBi02 B. insularis 1630 58 1281 68*+207% - -
DefbBj01 B. jararaca 861 58 479 118 153 16*+37%
DefbBj02 B. jararaca 2145 58 1762 118 154 16*+37%
DefbBju01  B. jararacussu 1966 58 1619 118 149 16*+37%
DefbBI01 B. leucurus 2397 58 2018 118 153 13*+37%
DefbBm02 B. mattogrossensis 2001 58 1619 118 153 16*+37%
DefbBm03  B. mattogrossensis 2001 58 1619 118 153 16*+37%
DefbBn02 B. neuwiedi 2083 58 1701 118 153 16*+37%
DefbBp01 B. pauloensis 1271 58 898 112 150 16*+37%
DefbLm01 L. muta 1271 58 898 115 153 10*+37%
DefbLm02 L. muta 1909 58 1511 118 153 10*+59%
Crt-pl C. d. terrificus 1319 58 898 124 145 16*+37%
Cts-p2 C. d. terrificus 2147 58 1762 118 152 16*+37%

Tabela 1 - Tamanho e organizagao dos genes (3-defensina-similes de serpentes
peconhentas brasileiras.

O comprimento dos éxons e introns é apresentado em pares de bases. A sequéncia Crt-
pl e Cts-p2 correspondem aos genes da crotamina e crotasin, respectivamente, de C. d.
terrificus. * Indica o tamanho das sequéncias codificantes e * indica a regido 3'UTR do
ultimo éxon.

Fonte: Correa e Oguiura, 2013.
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A variacdo no tamanho total dos genes B-defensina-similes em serpentes se
deve ao tamanho do intron 1, que variou de 470pb a 2018pb, assim como ocorre em
mamiferos e outros animais (CASADEI et al., 2009; LUENSER et al., 2005; XIAO et
al., 2004). Os modelos de estrutura dos genes B-defensina similes nos animais séo
ilustrados na figura 4. A variacdo no tamanho dos introns parece ser uma constante
nos genes das B-defensinas dos vertebrados de uma mesma espécie animal, assim
como uma variagdo na quantidade dos introns entre os grandes grupos indicando

uma evolugéo dinamica nessa regido génica.

cccc cc
: 656-1113pb ; >
Galinha P 180-1592pb 190.420pb 117-3332pb %

E1 11 E2 12 E3 13 E4
cccc cC
Humano [. 1642-4496pb 136-
A 160pb
E1 11 E2
ccccC cC
Truta 114pb

109ph 150.2000pb 19

A

E1 " E2 12 E3
CCCC cCC

Lagarto verde
Anolis 14185000 69-276pb 634-4732pb 130-606pb
carolinensis A A

E1 " E2 12 E3

f . W CCCC CC i

p-defensina
sim“e 470-2018pb, 110pb 153pb
viperideos e A X s

E1 " E2 12 E3

Figura 4 - Modelos de estrutura dos genes B-defensinas em aves, mamiferos,
peixes, lagarto e serpentes.

Os quadrados e retangulos representam o0s éxons. Preenchidos em branco,
representam as regides nao traduziveis 5'UTR (a esquerda) e 3'UTR (a direita); em
cinza escuro, o peptideo sinal; em cinza claro, a pro-regido presente em aves e
mamiferos; e em cinza hachurado, o peptideo maduro. A linha preta indica o intron
sem escala. O triangulo destaca a grande variagdo de tamanho das regibes
intrénicas. E1 a E4 =éxonl a4;11lal3 =intron1a 3.

Fonte: Modificado de Casadei et al., 2009; Dalla Valle et al., 2012; Patil et al., 2005;
Xiao et al., 2004.
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O éxon 1 codificou o peptideo sinal, o éxon 2, os trés amino&cidos finais do
peptideo sinal e o peptideo maduro; e o éxon 3, 0s trés aminoécidos finais do
peptideo maduro e uma lisina C-terminal. O tamanho dos éxons era bastante
conservado: o éxon 1 tinha 58 nucleotideos, conservados em todas as sequéncias, 0
éxon 2 tinha de 112 a 122 nucleotideos e o éxon 3 tinha de 10 a 16 nucleotideos.

O motivo de seis cisteinas conservado encontra-se codificado no éxon 2 nas
serpentes, assim como ocorre em aves, lagartos e mamiferos. Apenas em peixes as
seis cisteinas sao codificadas em dois éxons, estando quatro cisteinas codificadas
no éxon 2 e duas no éxon 3 (ZOU et al., 2007).

A similaridade das sequéncias foi analisada comparando-as com as
sequéncias dos genes da crotamina e do crotasin e os resultados obtidos sao
apresentados na tabela 2. Podemos observar que as regiées do éxon 1, introns 1 e
2 tém alta similaridade das sequéncias tanto com Crt-pl quanto Cts-p2. A
conservacao da sequéncia do éxon 1 nos varios genes se deve ao fato dela codificar
a regido do peptideo sinal cuja funcdo é direcionar a pro-proteina para o local em

gue sera processada e depois exportada.

Exon 1 intron 1 Exon 2 intron 2 Exon 3

Genes Crt-pl Cts-p2 Crt-pl Cts-p2 Crt-pl Cts-p2 Crt-pl Cts-p2 Crt-pl Cts-p2

DefbBa01l 96,6 931 92,8 93,6 63,6 66,9 96,6 97,4 75,0 68,8
DefbBd03 96,6 93,1 92,8 94,2 62,5 66,9 95,9 96,7 68,8 62,5
DefbBe01 96,6 931 92,6 90,4 63,6 67,8 97,2 98,0 68,8 62,5
DefbBjO1 96,6 931 93,9 92,0 63,6 67,8 97,2 98,0 68,8 62,5
DefbBj02 96,6 931 89,1 911 67,8 72,0 95,9 96,7 75,0 75,0
DefbBju0l 96,6 93,1 92,1 92,7 70,3 69,5 97,2 97,9 81,3 81,3
DefbBI01 94,8 98,3 91,9 91,2 68,1 71,6 95,9 96,7 75,0 75,0
DefbBm0O2 96,6 93,1 91,9 92,3 64,4 66,9 96,6 97,4 81,3 81,3
DefbBm03 96,6 93,1 91,9 92,2 63,6 67,8 96,6 97,4 75,0 75,0
DefbBn02 96,6 93,1 89,5 911 67,8 71,2 95,9 96,7 75,0 75,0
DefbBp01 94,8 914 92,7 93,6 62,5 71,4 96,5 97,3 68,8 62,5
DefbLm01 96,6 93,1 92,6 94,5 63,5 69,6 95,9 96,7 90,0 70,0
DefbLm02 96,6 93,1 92,7 93,4 69,5 57,6 96,6 97,4 80,0 60,0

Tabela 2 - Similaridade entre as sequéncias B-defensina-similes obtidas com os
genes da crotamina (Crt-p1) e do crotasin (Cts-p2) de C. d. terrificus.

A similaridade por identidade foi calculada no programa MEGA e esta expresso em
porcentagem. Legenda: Ba de Bothrops atrox; Bd, B. diporus; Be, B. erythromelas; Bj,
B. jararaca; Bju, B. jararacussu; Bl, B. leucurus; Bm, B. mattogrossensis; Bn, B.
neuwiedi; Bp, B. pauloensis; Lm, Lachesis muta.

Fonte: Correa e Oguiura, 2013.
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Os introns também sdo bastante similares embora haja diferenca de
comprimentos de uma sequéncia para outra, iSSO poderia ser consequéncia da
ocorréncia de varios eventos de insercéo, delecdo ou mesmo duplicacéo.

A regido mais variavel é a do éxon 2, cuja similaridade gira em torno de 65% a
70%. Mas, de modo geral todas as sequéncias sdo mais similares ao gene Cts-p2
do que ao gene Crt-pl nesta regiao.

A taxa de similaridade do éxon 3 varia de 60 a 90%, mais pela variacdo em seu
comprimento do que pela alteracdo na sequéncia.

Apesar da similaridade de sequéncias nucleotidicas, ha mutacbes em
B.alternatus_sequéncia_01 e B.insularis_sequéncia_02 que altera o quadro de
leitura ocasioando a perda das trés ultimas cisteinas e resultando na perda da
estrutura de B-defensina.

A sequéncia B.atrox_defensinaB_01 tem cdédon de parada prematuro que
interrompe a sequéncia apos o término do éxon 2, ndo interrompendo a sequéncia
de seis cisteinas que estdo conservadas nesta regido, portanto ndo comprometendo
o esqueleto de p-defensina. E provavel que sua fungdo antimicrobiana seja mantida
apresentando desta forma uma regiao carboxi terminal mais curta em relacdo aos
demais peptideos.

A sequéncia B.neuwiedi_defensinaB_02 tem uma cisteina a mais, logo apos a

primeira, mas que n&o altera o quadro de leitura.

3.2 Andlise das sequéncias aminoacidicas

Em todas as sequéncias o sitio de clivagem do peptideo sinal ocorreu na
posicdo 22/23 dos aminoacidos apds andlise no programa Signal P. Foi obtido um
grafico para cada sequéncia peptidica e ap6s o calculo dessa estimativa foi
observado o pico do sitio de clivagem na regido entre o peptideo sinal e o peptideo
maduro (figura 5 a-d). Essa andlise mostrou que as sequéncias B-defensinas
descritas neste trabalho codificam um pro-peptideo constituido de peptideo sinal e a
B-defensina-simile madura. Assim como em trutas e lagartos, as B-defensinas dos
viperideos estudados ndo apresentam pré-proé-peptideos, como € comum em aves e

mamiferos.
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Figura 5 - Sitio de clivagem do peptideo sinal calculado pelo Signal P das

sequéncias aminoacidicas.

Em a) crotamina; b) crotasin; ¢) DefbBd03; d) DefbBj02. No eixo y temos: "C-score"
gue é o valor do sitio de clivagem deduzido representado em vermelho corresponde a
cada aminoacido; "S-score" em verde é o valor do peptideo sinal deduzido; e "Y-
score" é a combinagédo de "C-" e "S-scores". Valores altos de "Y-score" mostram onde

é provavel que a clivagem ocorra.

O peptideo sinal é bastante hidrofébico e rico em leucina (cinco leucinas e duas

isoleucinas dentre os 22 aminoacidos), uma caracteristica comum ao peptideo sinal
de outras p-defensinas de mamiferos (LUENSER et al., 2005; PATIL et al., 2005).

Apesar da sequéncia aminoacidica da B-defensina madura ser altamente

variavel, elas possuem as seis cisteinas nas mesmas posicdes conservadas da

familia das

B-defensinas, carga liquida positiva (de +2 a +11), um glutamato na

regido amino terminal, uma glicina conservada na nona posi¢cdo, um aspartato na

29% posicdo do peptideo maduro e uma lisina carboxi terminal (Figura 6). As
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moléculas B-defensina-similes descritas neste trabalho, assim como o crotasin, tem
em comum uma glutamina como primeiro aminoacido na regido amino terminal do
peptideo maduro, diferente da crotamina que tem uma tirosina.

A crotamina possui 42 residuos de aminoéacidos, sendo dois aminoacidos a
mais que a maioria dos demais peptideos de p-defensina-similes (tirosina e
glutamato na posicdo 36) e o crotasin com 40 residuos de aminoacidos. As
excecOes sdo as sequéncias DefbBd03, DefbBp01, DefoLmO1 e DefbLm02 com 38
residuos de aminoacidos; DefbBa01 com 37 residuos e a sequéncia DefbBI01 com
39 residuos de aminoéacidos na regido do peptideo maduro.

Essas sequéncias aminoacidicas foram alinhadas, sendo possivel inferir uma
sequéncia consenso de maioria dos peptideos B-defensina-similes de viperideos

brasileiros que é apresentada na mesma figura 6.

C1 CH
Q2 @]
C3 C6
llllllllllllllIll!lIllllIlllIIlllllllllillllll'lllllllll!ll‘lllll|l
10 20 30 40 50 60

Crotamina 2B LERAL GNi ¢ RURWKEMKKGSCR*
Crotasin . IWYESEMIPRYER*
DefbBj01 F RKCOREMIRKERK*
DefbBd03 F CNGEVEMRKKEPRK *
DefbBj02 F QLGOREMIRIFGK*
DefbBn02 F QLGOREMIRIFCK*
DefbBju01 F RRGOKEMIKRECK*
DefbBmo02 F CMGRMEMRRRECK*
DefbBmo03 F CMGCMEMRRRECK*
DefbLmO01 F WEERREMRY --CK*
DefbLm02 F PLSHYFLGRLEM:PCRREMRR--RK*
DefbBa01 F WPrGYDSLCRIMPLG Y VR -~~~ %
DefbBe01 F PFCYDSLEQORMMRKCORMEIRKERK *
DefbBp01 F P--YVSLCHLEMCMGC MM TRKERK *
DefbBI01 F ¢ CEPPGYVSLCQOMMRRGCMEM I -RECK*
Consenso ﬂRQQ:iﬁE.RP-ﬁIPPGYDSLEH_.QLEQF.IRRE:K

Figura 6 - Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das B-defensina-similes de
viperideos brasileiros.

As sequéncias peptidicas foram alinhadas usando o algoritmo Muscle no programa
BioEdit v7.1.3. As colunas em verde indicam os aminoacidos mais conservados; em
azul os bésicos; em vermelho os acidos; em vermelho mais escuro as cisteinas. Na
Ultima linha, destacado no quadro negro, a sequéncia consenso de maioria, e
destacado em quadro azul na sequéncia consenso 0s dois possiveis aminoacidos na
mesma posi¢cdo. Acima da figura, as linhas mostram as pontes dissulfeto entre as
respectivas cisteinas.

Fonte: Correa e Oguiura, 2013.
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A sequéncia consenso padrédo de B-defensinas madura em serpentes pode ser
representada como: X3-C-Xg-C-X4.6-C-Xg.11-C-X5-CC-X4.6 COM uma grande propor¢cao

de aminoacidos basicos na regido carboxi-terminal.

3.3 Taxas de substituicdo das regides codificantes

O calculo das taxas de substituicdo das sequéncias exbnicas de B-defensina-
similes na regido do peptideo sinal indicou que € uma sequéncia bastante
conservada e sob selecdo negativa (em geral o < 0). Os éxons 2 e 3, por sua vez
indicaram altas taxas de substituicdo (em geral o >1) indicando que estdo sob
pressdo seletiva positiva (figura 7), exceto no cédon das cisteinas que sao
conservados (0v=0). Este processo, conhecido como evolucdo acelerada, também
ocorre nos éxons de varias familias de toxinas (FRY et al., 2005; NAKASHIMA et al.,
1993; GIBBS; ROSSITER, 2007) como também na familia das B-defensinas
(HUGHES, 1999).

Morrison et al. (2003) também observaram altas taxas de variagdo nas
sequéncias do peptideo maduro nas B-defensinas de roedores. Eles sugerem que
essas substituicbes sem perda da funcdo antimicrobiana seria vantajosa para
aumentar o espectro contra diferentes patégenos. Assim como para as toxinas que
aumentariam o espectro de acdo em relacdo a evolugcdo do sistema de defesa das

presas.
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Figura 7 - Analise das taxas de substituicdo nas regides codificantes.

No eixo Y, sdo apresentados os valores de o (dN/dS) e no eixo X, as sequéncias
codificantes dos éxons 1, 2 e 3. Nas linhas pontilhadas indicamos os aminoacidos que
codificam o peptideo sinal. Os triangulos indicam a posi¢édo conservada das cisteinas.
Fonte: Correa e Oguiura, 2013.

3.4 Filogenia dos genes B-defensina-similes

O alinhamento foi feito no programa Mafft, opcdo E-INS-i utilizando cinco
particbes de dados: s6 éxons (1, 2 e 3), sO intron 1, sO intron 2, introns 1 e 2, e
éxons e introns concatenados.

As arvores filogenéticas apresentadas neste capitulo foram obtidas utilizando
as particbes: éxons, introns, e éxons mais introns concatenados.

A arvore filogenética de introns (1 e 2), apresentada na figura 8, é a arvore
mais parcimoniosa gerada, dicotdmica cuja analise é bastante resolvida, apesar do

baixo suporte na maioria dos ramos.
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R

L B.matogrossensis_defensinaB_03

Figura 8 - Arvore filogenética com sequéncias de introns.

Arvore filogenética obtida por méaxima parciménia (MP) no programa TNT v1.1 com
sequéncias intrénicas, com valores de suporte por bootstrap (1000 réplicas).
Fonte: Correa e Oguiura, 2013.

Os géneros Crotalus, Lachesis e Bothrops encontram-se separados em ramos
diferentes, com uma topologia geral similar ao mostrado por Carrasco et al. (2012)
indicando que ha sinal filogenético nas sequéncias intrénicas. Portanto, mesmo com
a grande variagdo de tamanho do intron 1, sua composicdo mantém o sinal
filogenético necessario para a reconstrucao das relagdes entre as sequéncias. As
sequéncias intrénicas do grupo 'neuwiedi’ sdo recuperadas em varios ramos
diferentes. As sequéncias da jararaca podem ser paralogas, por serem recuperadas
em ramos diferentes, o que ndo € surpreendente pela possibilidade de existirem
varias cépias génicas. As sequéncias de B. mattogrossensis podem ser alelos, pois

as copias sao quase idénticas.
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O sinal filogenético também foi observado por Luenser et al. (2005) que
analisaram as sequéncias intrénicas de B-defensinas de caprinos e ovinos, onde as
espécies de uma mesma tribo foram recuperadas juntas. Os autores discutem que
as sequéncias intrénicas, por estarem sujeitas a evolu¢do neutra, sdo Uteis nas
investigagdes evolutivas.

A andlise filogenética de éxons (1, 2 e 3) é apresentada na figura 9, mostrando

a arvore consenso de trés mais parcimoniosas geradas no programa TNT.

C. durissus_crotamina

L.muta defensinaB 02

— L.muta defensinaB 01

~(16)
L C.durissus_crotasin

o0 — B.mattogrossensis_defensinaB_02

QF e—

— B.matogrossensis_defensinaB 03

- g B.neuwiedi _defensinaB 02
(3) 3

B.atrox_defenisnaB_01
11
— B.diporus _defensinaB 03

(12)
52

| B.pauloensins_defensinaB_01

— B.leucurus_defensinaB_01

B.jararacussu_defensinaB_01

B.jararaca_defensinaB 02

B.erythromelas_defensinaB_01

B.jararaca_defensinaB_01

0.9

Figura 9 - Arvore filogenética com sequéncias de éxons (1, 2 e 3).

Arvore filogenética por método de méaxima parciménia (MP) no programa TNT v1.1 com
sequéncias exobnicas. Valor de suporte por bootstrap (1000 réplicas).
Fonte: Correa e Oguiura, 2013.
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A sequéncia da toxina C.durissus_crotamina aparece separada das demais
defensina-similes, provavelmente enfatizando a diferenga na funcdo. O sinal
filogenético é perdido, pois as sequéncias C.durissus_crotasin com
L.muta_defensinaB_01 s&o recuperadas como grupos irmaos.

As Unicas relacbes no género Bothrops que foram mantidas na arvore de
éxons, quando comparadas as obtidas na éarvore filogenética de introns, foram
B.mattogrossensis_defensinaB_02 e 03, como também a B.diporus_defensinaB_03
e B.pauloensis_defensinaB_01.

Provavelmente, a perda do sinal filogenético se deve ao fato dessa regido
génica estar sob evolugéo acelerada, o que gera alta variabilidade nas sequéncias.

Para a filogenia das sequéncias concatenadas foram utilizadas as sequéncias
dos introns e éxons, mais as sequéncias ndo  P-defensinas:
B.insularis_Sequéncia_02 e B.alternatus_Sequéncia_01. A falta de sinal de "splicing"
dificultou determinar as particdes génicas para as analises anteriores, portanto elas
foram incluidas somente nessa filogenia.

Na arvore de genes concatenados o sinal filogenético foi recuperado e as
relacbes entre as sequéncias apresentaram um melhor suporte. Encontram-se
agrupadas as sequéncias ndo p-defensinas, B-defensina-similes de Crotalus, das
Lachesis, e duas linhagens das Bothrops (figura 10). Nessa arvore, os genes -
defensinas similes, ndo mantém as relacdes entre as espécies encontradas por
Carrasco et al. (2012) para o género Bothrops.

Nesta arvore o sinal filogenético € recuperado e ela apresenta-se dicotdmica,
bem resolvida e similar aquela obtida da particdo de introns, com elevados valores
de suporte dos ramos. Portanto, optamos por esta arvore para tracarmos a historia
evolutiva de genes B-defensina-similes em viperideos. Ndo houve diferenga na
topologia da arvore ou nos valores de suporte quando adicionamos ou removemos
as sequéncias nao pB-defensinas, portanto optamos por adiciona-las para aumentar a

amostragem e enriquecer o numero de sequéncias.
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Figura 10 - Arvore filogenética com sequéncias completas (éxons e introns
concatenados) mais sequéncias de nao B-defensinas.

Alinhamento no MAFFT, arvore filogenética por método de maxima parcimdnia
(MP), no programa TNT v1.1 e valores de suporte por bootstrap (1000 réplicas).
Fonte: Correa e Oguiura, 2013.

Os genes B.jararaca_defensina_01 e 02 podem ser paralagos que teriam se
duplicado antes da especia¢éo dos grupos 'neuwiedi', 'jararaca’ e 'jararacussu’.

Os baixos suportes observados em alguns ramos nas arvores podem ser
devido a falha amostral, seja pela falta de amostragem de genes de outras espécies
ou grupos de serpentes ou pela falta de amostragem de copias génicas de uma
determinada espécie. Portanto, um aumento do numero de sequéncias pode

melhorar tanto o suporte das filogenias como as relagdes entre elas.
3.5 Conciliagdo da arvore génica com a arvore de espécie
A arvore obtida a partir dos éxons e introns concatenados foi utilizada como

arvore génica ("Gene Tree") para a conciliacdo com a arvore de espécies ("Species

Tree") para reconstruir a histéria evolutiva dos genes [-defensina-similes em
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serpentes peconhentas brasileiras da familia Viperidae. A arvore de espécie € um
consenso baseado nas arvores de espécies obtidas a partir de sequéncias de DNA
mitocondrial de Wuster et al (2002), Castoe e Parkinson (2006) e Fenwick (2009). A
conciliacdo das duas arvores foi feita no programa Mesquite v2.75 (MADDISON &
MADDISON, 2011). A &rvore resultante da conciliacdo é vista na figura 11, onde se
observam oito eventos de duplicacdes génicas e 24 eventos de extingbes génicas.

O numero elevado de extingdes génicas pode ser consequéncia de uma falha
amostral, pois ndo foram exploradas todas as possiveis copias que poderiam estar
presentes em cada espécime animal, e nem todas as espécies e/ou grupos de
serpentes da familia Viperidae.

A conciliagao das arvores ilustra que as atuais sequéncias B-defensina-similes,
gue formam uma familia multigénica, tenham evoluido a partir de um ancestral
comum segundo o modelo de nascimento-e-morte (NEI; ROONEY, 2005) assim
como sugerido para os genes da crotamina e do crotasin (OGUIURA et al., 2009) e
outros genes de B-defensinas. O modelo postula que, em algumas familias, os
novos genes sdo criados por repetidas duplicacbes, podendo alguns destes
permanecer por longos periodos de tempo no genoma. Outros genes, entretanto,
podem ser inativados por mutacdes deletérias e, ou divergem criando novas

funcdes, como foi 0 caso da crotamina que adquiriu uma nova funcao toxica.
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Figura 11 - Conciliacdo das arvores filogenéticas de genes e de espécies.

A conciliacdo das arvores filogenéticas foi implementada no programa Mesquite v2.75.
Como restricao € utilizada a arvore consenso de espécies baseada em sequéncias de
mtDNA (WUSTER et al 2002; CASTOE; PARKINSON, 2006; FENWICK 2009). A
arvore génica esté representada em linhas pretas enquanto a arvore génica nos ramos
largos e cinzas. Os eventos de duplicagdes génicas estéo ilustrados nos circulos cinza
claro enquanto os eventos de extingdo estéo ilustrados como cruzes cinza médio. Os
nomes das espécies de serpentes estdo escritos em cinza claro e em negro, 0 nome
das sequéncias génicas.

Fonte: Correa e Oguiura, 2013.
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3.6 Dados bioquimicos

Foram calculados para as sequéncias dos peptideos lineares: a carga liquida
em pH 7, o potencial de hidrofobicidade (seguindo a escala de Wimley e White,
1996), o ponto isoelétrico (pl) e a massa no programa PepDraw
(http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/index.html); os resultados sao

apresentados no quadro 2.

Sequéncias L Carga Hidrofobicidade Massa
aminoacidicas Espécies P! liquida Kcal/mol molecular
DefbBa01l B. atrox 8,77 +5 +33,40 4,7kDa
DefbBd03 B. diporus 9,14 +6 +37,08 4,4kDa
DefbBe01 B. erythromelas 8,80 +5 +42,57 4,8kDa
DefbBj01 B. jararaca 8,52 +4 +45,05 4,8kDa
DefbBj02 B. jararaca 10,44 +9 +36,46 4, 7kDa
DefbBju01 B. jararacussu 9,54 +7 +43,85 4,5kDa
DefbBI101 B. leucurus 9,63 +7 +32,96 4,5kDa
DefbBmO02 B. mattogrossensis 12,01 +11 +39,97 4,9kDa
DefbBmO03 B. mattogrossensis 11,85 +10 +38,93 4,9kDa
DefbBn02 B. neuwiedi 7,89 +2 +33,65 4,5kDa
DefbBp01 B. pauloensis 8,81 +5 +32,82 4,5kDa
DefbLmO01 L. muta 7,98 +2 +33,69 4,5kDa
DefbLm02 L. muta 10,35 +8 +36,9 4,6kDa
Crotasin C. d.terrificus 5,34 -1 +28,91 4,7kDa
Crotamina C. d.terrificus 9,55 +7 +45,09 4,8kDa

Quadro 2 - Dados bioquimicos dos polipeptideos p-defensina-similes de viperideos.

O quadro mostra o potencial de hidrofobicidade (na escala Wimley e White), a carga
liquida em pH neutro, o ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular das sequéncias
aminoacidicas das B-defensina-similes das serpentes. Dados estimados no programa
PepDraw.

Fonte: Correa e Oguiura, 2013.

O pl dos peptideos B-defensina-similes lineares variou de 5,34 a 12,01 e
corresponde ao valor de pH em que a molécula se encontre eletricamente neutra
(GARCIA, 2007). A carga liguida dos peptideos variou de +2 a +11 em pH neutro.
Esta carga liquida positiva, uma caracteristica das B-defensinas, € determinante na
funcdo e solubilidade destas moléculas (JENSSEN et al., 2006), e determinante em
sua funcéo de interagir com a carga oposta, negativa, de membranas bacterianas.

A hidrofobicidade geral dos peptideos, calculada na escala de Wimley e White
(1996), é a contribuicdo de energia livre de todos os residuos de aminoacidos que

ocorrem naturalmente na transferéncia de um peptideo de uma interface bicamada
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para a agua. Quanto mais positivo for o valor (AG kcal/mol), mais hidrofébico séo os
aminoacidos localizados nos peptideos (WIMLEY; WHITE, 1996), portanto capazes
de interagir com a membrana formando poros ou micelas desestruturando a mesma.
Assim os mais hidrofébicos sé@o crotamina e DefbBj01 (B. jararaca).

As substituicdes ndo-sinbnimas, que alteram os amino&cidos, mesmo quando
alteram as cargas mantém sua carga liquida e os peptideos continuam sendo

cationicos, como foi também observado em roedores (MORISSON et al., 2003).

3.7 Modelagem tridimensional

A crotamina PO01475 foi escolhida como modelo para estruturar
tridimensionalmente os polipeptideos B-defensinas, apds andlise filogenética com
sequéncias proteicas (dados ndo mostrados por ser a molécula evolutivamente mais
relacionada dentre aquelas cujas estruturas tridimensionais eram conhecidas. As
estruturas moldes nameros 1H50 (Nicastro et al., 2003) e 1299 (Fadel et al., 2005),
obtidos do banco de proteinas PDB, tiveram a estrutura tridimensional da crotamina
purificada do veneno resolvida por ressonancia magnética nuclear (NMR).

Os modelos tridimensionais gerados foram facilmente obtidos e apresentaram
QMEAN em torno de 0,33, indicando que a estrutura é bastante confidvel. Os
peptideos DefbBj01l e DefbBn02 apresentaram QMEAN relativamente mais baixo
gue a média (0,01 e 0,08 respectivamente), porém foi possivel criar seus moldes
assim como os demais, nas figuras 12a-b sdo apresentados alguns dos modelos de
peptideos tridimensionais obtidos.
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180°

180°

Figura 12 - Modelo de estrutura 3D de alguns dos peptideos B-defensina-similes de
serpentes.

Imagem frontal e dorsal dos peptideos. Em a) DefbBm02, em amarelo as duas folhas ,
antiparalelas; em vermelho a estrutura em o-hélice na regido amino terminal; pontes
dissulfeto em verde; em prata "looping" da sequéncia; em b) DefbBd03, as trés folhas
B, antiparalelas em azul com a estrutura em a-hélice na regido amino terminal, pontes
dissulfeto em verde. Em vermelho regido dos peptideos correspondente a segunda
cisteina cuja estrutura teve mal ajuste, 0 molde € maior e a ponte dissulfeto ndo é
formada.

Na maioria dos modelos de B-defensina-similes de serpentes sdo observadas
as trés folhas B-antiparalelas similares a de répteis (figura 1) e mamiferos (RADIS-
BAPTISTA et al., 2003 e 2004; PATIL et al., 2004) e uma a-hélice na regido amino

terminal. Para alguns peptideos como DefbLmO01l e DebBd03 né&o foi possivel
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observar todas as pontes dissulfeto formadas devido ao encurtamento destas
sequéncias em relacdo aos demais e & crotamina, na regido entre Cys® e Cys*,
impossibilitando a formacdo do angulo necessario para unir as duas cisteinas, Cys>-
Cys®, ficando uma ponte aberta. Como se trata de uma estruturacéo artificial,
hipotética, com base em um modelo selecionado, ndo é possivel afirmar como esses
peptideos se comportam na natureza, como sdo estruturados realmente. Pode ser
gue estas pontes se formem naturalmente e pode ser que, utilizando outro modelo
ainda ndo publicado como molde a estrutura desses peptideos poderia ter maior
similaridade estrutural. O peptideo DefbBn02 tem uma cisteina a mais, logo apos a
primeira cisteina, mas que nédo alterou sua estrutura tridimensional na modelagem, o
pareamento ocorreu normalmente entre as cisteinas 1-5, 2-4, 3-6, ficando apenas a
cisteina excedende sem ligacdo a outro aminoacido .

Podemos comparar dois peptideos de estrutura similar, a crotamina e a B-
defensina humana-2 (hBD2). Ainda que tenham uma mesma arquitetura
tridimensional esses peptideos individualmente apresentam uma grande diversidade
funcional. A hBD2 ndo tem atividade miotdxica em mamiferos mas a crotamina é
uma potente miotoxina. A hBD2 tem largo espectro antibacteriano enquanto a
crotamina tem uma atividade antimicrobiana mais restrita porém antiparasitaria
contra Leishmania amazonensis (PASSERO et al, 2007); hBD2 se liga
preferencialmente a células procaridticas enquanto dados indicam que crotamina é
seletiva para células eucaridticas (OGUIURA et al., 2011; PEREIRA et al., 2011;
YAMANE et al., 2013; YOUNT et al., 2009).

Essas diferencas nas atividades biolégicas resultam de variacBes fisico-
quimicas da superficie e da composicédo de aminoacidos desses peptideos béasicos a
despeito de sua similaridade estrutural. Além disso, a inspecdo do potencial
eletrostatico da superficie molecular indica que a distribuicdo de cargas varia muito
entre toxinas e peptideos antimicrobianos com esqueleto molecular similar. A
hidrofobicidade da superficie dessas moléculas também é bastante diferente quando
comparadas entre si. Essa variacdo de carga e hidropaticidade pode entédo explicar
as diferencas encontradas nas especificidades e funcfes biologicas vistas nesses
peptideos similares.

Nos modelos nao foi possivel observar a estimada distribuicdo de cargas uma
vez que o célculo é feito pela equacdo de Poisson—Boltzmann*distancia’
Y(FOGOLARI; BRIGO; MOLINARI, 2002), isso quer dizer que duas cargas diferentes
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guando se aproximam estas acabam se anulando, aparecendo em branco, como
neutra. Mesmas cargas quando distantes podem aparecer em menor intensidade de
cor na molécula, portanto a modelagem permite ter uma ideia global da distribuicédo
de suas cargas, mas nao se pode inferir se cada peptideo tera atividade
antimicrobiana, apenas estimar se é possivel sua interagdo com a membrana

microbiana.

3.8 Ensaios antimicrobianos

Os resultados dos ensaios antimicrobianos com os peptideos cujas sequéncias
foram descritas nesse trabalho sdo apresentados na tabela 3. Também foram
incluidas a crotamina e a hBd02.

A espécie bacteriana mais sensivel para a maioria dos peptideos foi
Micrococcus luteus A270 cujo crescimento nao foi inibido apenas na cultura com os
peptideos DefbBn02 e crotasin. A CIM para esta espécie variou de 2 a 128 pg/ml. A
E. coli ATCC 25922 foi a segunda espécie bacteriana mais sensivel aos peptideos
testados, seis deles com CIM variando de 8 a 128 ug/ml. Estas cepas sao bastante
utilizada em bioensaios pela sua sensibilidade aos antimicrobianos (YAMANE et al.,
2013). A espécie C. freundii também se mostrou sensivel e seu crescimento foi
inibido por cinco peptideos, com CIM variando de 8 a 128 pg/ml. S. aureus foi
sensivel apenas para dois peptideos com CIM de 32 e 64 ug/ml e K. pneumonia
apresentou sensibilidade apenas contra o peptideo de maior carga positiva,
DefbBm02 (+11,0). Apesar das cepas terem sido obtidas da flora bucal de
serpentes, os peptideos analisados nao apresentaram atividade antibiética contra a
maioria delas. Talvez por serem sequéncias que seriam expressas em outros 6rgaos
diferentes do gastrointestinal ou pele, ou mesmo por utilizarmos peptideos lineares
gue poderiam estar sujeitos a agregacdo ou degradacdo. A S. aureus ATCC é
bastante utilizada para bioensaios para antimicrobianos pela sua importancia médica
pois € uma bactéria simbionte do homem cujas toxinas podem causar doencas
graves. Ela ndo é muito sensivel as defensinas, para muitas moléculas seu CIM é
acima de 100 pg/ml (HOOVER et al., 2003; YAMANE et al., 2013)
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Concentracao inibitéria minima (CIM)

Bactérias
Gram - Gram+ Gram- Gram - Gram - Gram - Gram - Gram +
Peptideos E. M. P. S. M. C. K. S.
lgca_rga) coli luteus rettgeri marcescens morganii freundii pneumonia aureus
iquida
Crotamina  64ug/ml 8 ug/ml n.a. n.a. n.a. 32 pg/ml n.a. n.a.
nativa
(+7,0)
Crotamina 128 ug/ml 8 pg/ml n.a. n.a. n.a. 128 pg/ml i.p. n.a.
linear (+7,0)
DefbBm02 16 ug/ml 4 ng/ml n.a. n.a. n.a. 8 ug/ml i.p. 64 ng/ml
(+11,0)
DefoBm03 8 pg/ml 8 ug/ml n.a. n.a. n.a. 16 pg/ml n.a. n.a.
(+10,0)
DefbBd03 n.a 4 pg/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+6,0)
DefbBjo1 n.a 16 pg/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+4,0)
DefbBju0l n.a 2 ug/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+7,0)
DefbBn02 n.a n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+2,0)
DefbLmO01 n.a 128 ug/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+2,0)
DefbLm02 16 ug/ml 4 pg/mi n.a. n.a. n.a. 16 pg/ml n.a. 32 pg/ml
(+8,0)
hBd02 64 ug/mi 8 ug/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+6,0)
DefbPm n.a 32 pg/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+6,0)
DefbTs n.a 64 pg/ml n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(+3,2)
Crotasin n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
('110)
Tabela 3 - Espectro de atividade antimicrobiana dos peptideos B-defensina-similes

sintéticos de serpentes e humano.

Sao apresentados os resultados de concentracdo inibitéria minima (CIM) para as
espécies bacterianas: E. coli = Escherechia coli ATCC 25922; M. luteus = Micrococcus
luteus A270; P. rettgeri = Providencia rettgeri; S. marcescens = Serratia marcescens;
M. morganii = Morganella morganii; C. freundii = Citrobacter freundii; K. pneumonia =
Klebsiella pneumonia; S.aureus = Staphylococcus aureus. N.A. =ndo ativo para o
intervalo de concentracdo testado. |.P. = inibicdo parcial, peptideo inibiu menos que
90% do crescimento bacteriano.

Em geral, o crescimento das bactérias foi inibido apenas pelos peptideos mais

positivamente carregados. Sabe-se que a cationicidade € essencial para a atracao

eletrostatic

a inicial do antimicrobiano com as membranas de bactérias e outros

micro-organismos, cujos fosfolipideos sé@o carregados negativamente. O fato das

membranas bacterianas serem ricas em acidos fosfolipidicos PG (fosfatidilglicerol),

PS (fosfatidilserina), e CL (cardiolipina) confere a sua carga global negativa. Além



62

disso, LPS (lipopolisacarideos) e acidos teicoicos ou teicurdnicos de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, transmitem adicional carga negativa as superficies
destes respectivos organismos (YEMAN; YOUNT, 2003; 2007). Assim, era esperado
que peptideos mais carregados positivamente e mais hidroféficos fossem mais
ativos contra uma maior variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Os peptideos de maior carga positiva, DefoBm02 e DefbBmO03, sdo bastante
ativos mas se comportaram de forma diferente sendo o primeiro mais ativo, com CIM
variando de 4 a 64 ug/ml contra quatro espécies de micro-organismos enquanto o
segundo peptideo é ativo contra apenas trés espécies. Essa diferenca pode ser
devido a desigual distribuicdo das cargas dos peptideos e seu modo de interacao
com as membranas bacterianas, além disso o DefBm03 néo foi totalmente reduzido
e alquilado como verificado por MALDI-TOF-MS, o que pode ter dificultado a sua
interacdo com a membrana bacteriana uma vez que as moléculas ndo estao
totalmente linearizadas podendo haver varias estruturas diferentes além da
possibilidade de formacéo de agregados.

Uma defensina bastante conhecida e estudada em modelos de ensaios
antimicrobianos é a p-defensina-humana-2 (hBd02), cujo espectro € amplo, pois
inibe diferentes cepas bacterianas Gram-negativas e espécies de Candida
(HARDER et al., 1997). A hBdO2 inibiu o crescimento apenas da E. coli e da M.
luteus por ter sido testado na forma linear. Routsias et al. (2010) mostraram que as
pontes dissulfeto sdo essenciais para a atividade antibacteriana da hBd02. Ao
contrario de outra defensina humana (hBd03), cujas pontes dissulfeto ndo séo
fundamentais para os ensaios de inibicdo de crescimento bacteriano (HOOVER et
al., 2003). Estas defensinas quando comparadas ndo apresentam similaridade em
sua composi¢do aminoacidica apenas a posi¢ao das seis cisteinas é conservada.

Os peptideos DefbBd03 (+5,0) e DefbLm01 (+2,0), cujo modelo de estrutura
tridimensional ndo nos permitiu ligar todas as pontes dissulfeto entre as cisteinas,
inibiram o crescimento da M. luteus, mesmo com carga liquida positiva ndo muito
alta e na forma linear. Portanto, esses peptideos poderiam manter a atividade
antimicrobiana mesmo sem a formagcéo da ponte Cys®-Cys®.

A crotamina nativa se apresentou mais ativa contra a E. coli e a C. freundii que
a crotamina desnaturada, ao contrario do descrito por Oguiura et al. (2011) onde a
crotamina reduzida é mais ativa que a nativa contra cepas da bactéria E. coli. A

diminuicdo da atividade pode ter ocorrido devido a formacéo de agregados da forma
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linear que dificultaria a interacdo dos peptideos com a membrana ou diminuiria a
concentracéo efetiva da toxina.

DefbBju01 apesar da mesma carga positiva que a crotamina (+7,0) e alto
potencial de hidrofobicidade (+45,05), s6 foi ativo contra a cepa M. luteus com CIM
de 2 ug/ml, o que pode ocorrer € que sua composicdo aminoacidica e a distribuicdo
das cargas tenha diferente padréo de exposicao destas cargas ao longo da molécula
em relacdo a crotamina e outros peptideos, o que dificulta sua interacdo com a
membrana microbiana, também pode ter ocorrido formacgéo de agregados.

Os peptideos: DefbBn02 e o crotasin ndo apresentaram atividade inibitéria,
contra as cepas testadas. Em comum, ambos apresentam baixa carga liquida e
baixo potencial de hidrofobicidade. Ainda ndo é conhecida a atividade do crotasin,
apenas sabe-se que se trata de um peptideo bastante expresso em varios tecidos
como figado e pancreas e escasso na glandula de veneno das cascavéis sul-
americanas (RADIS-BAPTISTA et al., 2004) e que seu gene é paralogo a crotamina.
S6 podemos sugerir que ndo se trata de um antimicrobiano.

Ao contrario dos antibiéticos convencionais, como a penicilina, a qual os micro-
organismos podem facilmente contornar, a aquisicdo de resisténcia por uma cepa
sensivel contra peptideos antimicrobianos € pouco provavel (ZASLOFF et al., 2002).
Como observado na tabela 3, trés espécies bacterianas ndo apresentaram
sensibilidade contra nenhum dos peptideos testados: P. rettgeri, S. marcescens e M.
morganii, mas duas destas espécies sao conhecidas na literatura por apresentar um
mecanismo de resisténcia a acdo dos PAMs: Morganella e Serratia expressam uma
membrana externa que ndo tem uma densidade apropriada de lipideos acidos para
promover sitios de interacdo com o0s peptideos antimicrobianos. Para a maioria dos
micro-organismos redesenhar a estrutura de suas membranas pode ter um custo
energético alto, portanto esta estratégia ndo é muito utilizada (ZASLOFF et al.,
2002).
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4 CONCLUSOES

A estrutura génica, a similaridade e as mesmas fases de insercdo dos introns
indicam uma origem comum entre as sequéncias pB-defensina-similes encontradas e
os genes Crt-pl e Cts-p2 de C. d. terrificus.

As sequéncias obtidas de serpentes sdo de peptideos B-defensina-similes
pelas suas caracteristicas génicas, aminoacidicas, fisico-quimicas, moleculares e
pelo sinal filogenético com demais sequéncias génicas e peptidicas.

A estrutura dos genes B-defensina-similes em serpentes é diferente da
encontrada em aves e mamiferos. Constituidos de trés éxons e dois introns, de
diferentes fases e comprimentos, € similar ao grupo dos répteis como o0 gene da
crotamina e gene do crotasin de Crotalus, e outras espécies, como B-defensina de
lagarto verde Anolis carolinensis, podendo esta ser considerada uma caracteristica
dos lagartos e serpentes da ordem Squamata.

Os genes B-defensina-similes de serpentes tém o mesmo modelo de evolugéo
dos genes de B-defensinas, crotamina, crotasin e outras familias multigénicas em
vertebrados, conhecido por modelo de nascimento e morte.

As pontes dissulfeto ndo s&o essenciais na atividade antimicrobiana, apesar da
possibilidade de diminuir a sua acao, pois muitos peptideos inibiram o crescimento
bacteriano quando na forma reduzida e alquilada.

Os peptideos mais positivamente carregados DefbBm02, DefbBmO03 e
DefbLmO02 foram os mais ativos contra as bactérias.

A crotamina foi mais ativa na sua forma nativa que a forma desnaturada nos
ensaios antimicrobianos.

O crotasin na sua forma linear ndo apresentou atividade antimicrobiana contra
nenhuma das espécies testadas (E. coli, M. luteus, P. rettgeri, S. marcescens, M.
morganii, C. freundii, K. pneumonia e S. aureus).

As cepas bacterianas mais sensiveis aos peptideos p-defensina-similes de
serpentes foram: M. luteus A270 (CIM variando de 2 a 128 nug/ml), E.coli ATCC
25922 (CIM variando de 8 a 128 ug/ml), C. freundii (CIM variando de 8 a 128 ug/ml) e

S. aureus (CIM variando de 32 a 64 ug/ml).
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ANEXO A - Mapa de restricao do vetor de clonagem pTZ57R/T da Fermentas™.

Pdil 127
Adel, Ppu21l 2
PdmI 7754 PaTMASE Sl i
Hin1l 2505 AccBS| 627
Begl 2485 Kpnl B27
Scal, Tatl 2447 Wa1Z60l G/
Mph11031 G349
Xbal 644
BamHI G54
ciral 658
Ecofs] G548
MmeAll 2002_ Smal 658
Gsul 2054_ Apal 65 1
Bsp120l 66!
Eco31l 2036 kel
Eam11051 1964~ Sall BE7
Xmil 66/
Pst| 672
Alfl 674
Ecol47l  Grd
B4
Hindm 690
I| T7 promoter
(Gail 1457
Map of the pTZ57R/T cloning vector. Unique restriction sites are indicated.

Mph11031

M13/0UIC sequencing primer (-200, 17-mer Ecl 36l AccESl Mva1269I
[#50100) _5?5 EcoRI Sacl Kpnl —Bapbdl ——

5 G oTAR AAC GAC ooo cac TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA
3T CoATT TTC oTo coo oTe ACT TARA GUT CGA GUC ATGE GAG CGC TTA CGT
LacZ -« Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Glu Arg lle Cys

Apal Hincll
- I gs |3|a21t1| Sall
Xbal 630 651 Baml —Smal —E==— oy Psh
TCT AGA Tddl AT CGG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA
AGE TCT A ddT TA GCC TAG GGC CCG GGC AGC TGA CGT
Arg  Ser lle Pro Asp Ara Ala Ara Ara Ser Cys

Alfl

__ Ecol47l Pal Hindill 695

GAG GCC TGC ATG CAA GCT Tro CoT ATE GTE AGT CETATT HGA GOT TCC CoT
CTC CGG ACG TAC GTT CGA AnG TAT CAC TCA GCA TAA TCT CGA ACC GCA
T transcription start T7 promoter

Leu Gly Ala His Leu Ser Glu Arg Tyr His Thr Thr Asn Ser Ser Pro Thr

ARAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 5'
TTA GTA (-.L:f:\ ETA TOCLE ACA AAG GAC 57

M3 pLIC raversa saquencing primer (-26), 17-mer (#507101)
lle Met Thr Met

DNA sequence of MCS reqion.

Fonte: Fermentas™.



ANEXO B - Alinhamento das sequéncias [-defensina-similes de serpentes
peconhentas brasileiras

primer HO010 AAGCAGTCTCAGCATGAAGAT

Exon 1
C.durissus crotamina ATGAAGATCCTTTATCTGCTGTTCGCATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
C.durissus crotasin ATGAAGATCCTTTATCTGCTGTCCGCATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAATCAGOtL 60
B.jararaca defensinaB 01 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
B.erythromelas defensinaB 01 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
B.jararaca defensinaB 02 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
B.diporus defensinaB 03 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
B.pauloensis defensinaB 01 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCCTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
B.atrox defensinaB 01 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGOtL 60
B.jararacussu defensinaB 01 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGgtL 60
B.mattogrossensis defensinaB 02 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGGt 60
B.mattogrossensis defensinaB 03 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGGtL 60
B.leucurus defensinaB 01 ATGAAGATCCTTTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGGL 60
B.neuwiedi_ defensinaB 02 ATGAAGATCCTGTATCTGCTGTTCACATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGGL 60
L.muta defensinaB 01 ATGAAGATCCTTTACCTGCTGTTCCCATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGgL 60
L.muta defensinaB 02 ATGAAGATCCTTTACCTGCTGTTCCCATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGgt 60
B.insularisﬁSequénciaﬁOZ ATGAAGATCCTTTATTTGCTGTATGCATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGGt 60
B.alternatusﬁSequénciaﬁOl ATGAAGATCCTTTATTTGCTGTATGCATTTCTTTTCCTTGCATTCCTGTCTGAACCAGgt 60
Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok **.'****** . ******'**********************.*****
intron 1
C.durissus crotamina aagaaataaaattactagataatt--tacaaaggattggtaactcactcctttttaaaca 118
C.durissus _crotasin aagaaataaaattact-gataatttatacaaaggattggtaactcactcctttttaaaca 119
B.jararaca defensinaB 01 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.erythromelas defensinaB 01 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.jararaca defensinaB 02 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.diporus defensinaB 03 aagaaacaaaattact-gataatt--tacaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.pauloensis defensinaB 01 aagaaacaaaattact-gataatt--tacaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.atrox defensinaB 01 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggattggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.jararacussu defensinaB 01 aagaaacaaaattact-gataatt--tacaaaggatgggtaactcactcctttttaaaca 117
B.mattogrossensis defensinaB 02 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.mattogrossensis defensinaB 03 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggatgggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.leucurus defensinaB 01 aagaaacaaaattact-gataatt--tgcaaaggattggtaactcgctcctttttaaaca 117
B.neuwiedi defensinaB 02 aagaaacaaaattact-gataatt--tacaaaggattggtaa--------- tgctggact 108
L.muta defensinaB 01 aagaaacaaactttct-gataatt--tacaaaggattggtaactcactcctttttaaaca 117
L.muta defensinaB 02 aagaaacaaactttct-gatcatt--tacaaaggattggtaactcactcctttttaaaca 117
B.insularis Sequéncia 02 aagaaacagaagtact-gatactt--tagaaaggattggtaactcactcctttttaaaca 117
B.alternatus Sequéncia 01 aagaaacaaaagtact-gatactt--tacaaaggattggtaa--cactcctttttaaaca 115
******.*.* * kK Kk Kk * K *' Kkkhkkhkkhkkhkhkk Khkhkkk*k * '*'.**
C.durissus crotamina aatacgatcttcactgaaagtaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 178
C.durissus crotasin aatacgatcaccactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 179
B.jararaca defensinaB 01 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.erythromelas defensinaB 01 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcgtcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.jararaca defensinaB 02 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.diporus defensinaB 03 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.pauloensis defensinaB 01 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.atrox defensinaB 01 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.jararacussu defensinaB 01 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcgtcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.mattogrossensis defensinaB (02 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcgtcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.mattogrossensis defensinaB 03 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcgtcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.leucurus defensinaB 01 aatatgatcatcactgaaagcaggataatcgtcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.neuwiedi_defensinaB 02 cgatgggctttggcctgattcagcatggctecttcttatgttettatgttett-——---- aa 162
L.muta defensinaB 01 aatacgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
L.muta defensinaB 02 aatacgatcatcactgaaagcaggataatcttcaacatgtttttgttttactttacagaa 177
B.insularis Sequéncia 02 aatgtgatcatcactgaaagcagggtaatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 177
B.alternatus Sequéncia 01 aatgtgatcatcactgaaagcagggtaatcttcaacatctttttgttttactttacagaa 175
*.'. . .*. .* .** .*.'.' *. '** **'**.* * * .* * *
C.durissus crotamina atagctttgaacagtatagactattgacagcatgagcctccaaagatttgaaaaatatge 238
C.durissus crotasin atagctttgaacagtatagacaattgagaacatgagcctccaaagatttgaaaaatatgce 239
B.jararaca defensinaB 01 atagctttgaacgttatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatgce 237
B.erythromelas defensinaB 01 acagctttggacaatatagactattgacaacatgagcctccaaac-—-------- atatgc 228
B.jararaca defensinaB 02 atagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatge 237
B.diporus defensinaB 03 atagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatge 237
B.pauloensis defensinaB 01 atagctttgaacagtatagactattgacaacatgagtctccaaacatttgaaaaatatge 237
B.atrox defensinaB 01 atagctttgaacaggatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatge 237
B.jararacussu defensinaB 01 acagctttgaacgttatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatge 237
B.mattogrossensis defensinaB 02 acagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatgc 237
B.mattogrossensis defensinaB 03 acagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatgc 237
B.leucurus defensinaB 01 atagctttgaacgttatagactattgacaacataagcctccaaacatttgaaaaatatge 237
B.neuwiedi defensinaB 02 acagctttgaacgttatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatge 222
L.muta_defensinaB 01 atagctttgaacaatatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatacge 237
L.muta_defensinaB 02 atagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccat--——-----------—- 220
B.insularis Sequéncia 02 atagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatgce 237
B.alternatus Sequéncia 01 atagctttgaacagtatagactattgacaacatgagcctccaaacatttgaaaaatatgce 235
*'*******'**. K*khkkhkkhkkk Khkkk*k *'***'**.*****
C.durissus crotamina cattgatttttcttttcattcacaattcttgaaagagctttattggggtttttgttagtyg 298

C.durissus crotasin cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaactttattggggtttttgttattyg 299
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Jjararaca defensinaB 01 cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaattttattgggggttttgttattg
erythromelas defensinaB 01 cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaattttattgggggttttgctattg
jararaca defensinaB 02 cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaattttattggggtttttgttattyg
diporus defensinaB 03 cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaattttattgggggttttgttattyg
pauloensis defensinaB 01 cattgattttacttttgattcacaattcttgaaagaattttattggggcttttgttattg
atrox defensinaB 01 cattgattttacttttgattcacaattcttgaaagaattttattgggggttttgttattg
Jjararacussu defensinaB 01 cattgattttacttttgattcacaattcttgaaataattttattgaggcttttgttattg
mattogrossensis defensinaB 02 cattgattttacttttgattcacagttcttgaaagaattttattggggcttttgttattg
mattogrossensis defensinaB 03 cattgattttacttttgattcacagttcttgaaagaattttattggggcttttgttattg
leucurus defensinaB 01 cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaattttattgggggttttgttattyg
neuwiedi defensinaB 02 cattgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaattttattgggggttttgttattyg
muta defensinaB 01 cgttgatttttcttttgattcacaattcttgaaagaactttattgggggttttgttattyg
muta defensinaB 02 = —Soomm oo -
insularis Sequéncia 02 tattgttttttcttttgattcacaattcttgaaagaactttattggggtttttgttattyg
alternatus Sequéncia 01 tattgttttttcttttgattcacaattcttgaaagaactttattgggggttttgttattyg
durissus crotamina tagcttat-tt--------------—-

durissus crotasin tagcttat-tt--

jararaca defensinaB 01 tagcttat-tt--

erythromelas defensinaB 01 tagcttat-tt--

jararaca defensinaB 02 tagcttat-tt--

diporus_defensinaB 03 tagcttgtttt--

pauloensis defensinaB 01 tagcttat-tt--

atrox defensinaB 01 tagcttat-tt--

Jjararacussu defensinaB 01 tagcttat-tt--

mattogrossensis defensinaB 02 tagcttat-tt--

mattogrossensis defensinaB 03 tagcttat-tt--

leucurus defensinaB 01 tagcttat-tt--

neuwiedi defensinaB 02 tagcttat-tt--

muta defensinaB 01 tagctaat-tt--

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02

alternatus_Sequéncia 01

durissus crotamina
durissus crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01

atrox defensinaB 01
jararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB (2 —=——— == - = oo oo
mattogrossensis defensinaB (3 —=———— === m oo oo oo
leucurus_defensinaB 01 gggacctcccgggtcatcgagtccaacccectgectecgaggcaggatteccctaaaccatte
neuwiedi_defensinaB (02 = —-m s oo oo oo
muta_defensinaB 01 ~ Som oo oo
muta_defensinaB 02 = Som s m o oo
insularis Sequéncia 02 ~ = —m oo oo oo oo
alternatus Sequéncia 01 ~ —= = - oo oo oo

durissus crotamina = @@ @@ e
durissus crotasin = e
jararaca defensinaB 01 = = —mmmmmmmmmmm oo
erythromelas defensinaB 01 === === = m o
jararaca defensinaB 02 ~ = —mmmmmmmmmmm e
diporus defensinaB 03 =  —mmmmmmmmm oo
pauloensis defensinaB 01 == =—mmm oo
atrox defensinaB 01 @ @ —emm e
jararacussu defensinaB 01 =~ —=—=—mmmmmmm o
mattogrossensis_defensinaB (2 —=——== === ===
mattogrossensis_defensinaB (3 —=——== === m e m e
leucurus_defensinaB 01 cagacagatggccgtccagtctctgcecttgaagacctccatcgaaggggagctcaccacct
neuwiedi defensinaB 02 @ —mmmmmm oo~
muta _defensinaB 01 @ @ mmm e
muta_defensinaB 02 @@ @ mmm e
insularis Sequéncia 02 ~ = —mmmmmmmmmmmmm oo~
alternatus Sequéncia 01 ~ ——=—mmmmmmmm o~

durissus_crotamina = =000 —o s s

durissus crotasin = ——==————=--- EEgCttCaC= === e
jararaca defensinaB 01 ~ —-=-------- ttgetteag—————=———m e
erythromelas defensinaB 01 = --—--—--—----- ttgetteag—————=———m
jararaca defensinaB 02 = —---------- ttgetteag—————=———
diporus defensinaB 03 = ——————-———-- ttgetteac—————=—m—mmm
pauloensis defensinaB 01 === = mmmm oo~
atrox defensinaB 01 = ———=——————- ttgetteag—————=———m
jararacussu defensinaB 01 ~  —==—-=------- ttgetteac———=—=—=—m
mattogrossensis defensinaB 02 —------—-----— ttgetteag—————=———m e
mattogrossensis defensinaB 03 ----------- ttgetteag—————=———m
leucurus defensinaB 01 cctgtggcaacctgttccactggtcgatcaccctcaccgttagaaatttttttctaacat
neuwiedi defensinaB 02 = —-—-——------ ttgettcac————————— e m
muta defensinaB 01 @ mmm e e
muta defensinaB 02 = —-—-—-———-— ttgettoac————————
insularis Sequéncia 02 ~ ——--————--- ttgettCag=———— ==

alternatus_Sequéncia 01 = ——————————-— ttgcttcac———--————-----—---—-mm

297
288
297
297
297
297
297
297
297
297
282
297

401

461

326
324
315
324
325

324
324
324
324
521
309

239
324
337
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durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia_ 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin
Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis _defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu defensinaB 01

mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus crotamina

durissus crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis_defensinaB 02
mattogrossensis_defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_ defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus crotamina

durissus crotasin

jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis_defensinaB 02
mattogrossensis_defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_ defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus crotamina

durissus crotasin

jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu_defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

ctaatctgaatcttttcccctgcagtttcatcccattgtttctagtecctteccttgggecaa

gtgagaacagggctggtccctctgcactgtgacageccectcaggtatttgtagacageta

tcatgtctcctctcagtcecttcttttectgtagactaaacattecctaattcctttaaccgtt

581

641

701

353
351
342
351
352

351
351
351
351
743
336

266
369
382
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insularis Sequéncia 02 aataaggaggcacaatggagaaaccgtttgatctagtgattagagcaaaatttggaccag

.alternatus Sequéncia 01 aataaggaggcacaatggagaaaccgtttgatctagtgattagagcaaaatttggaccag

durissus_crotamina
durissus_crotasin

jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox_defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02 tca-——-—--—————-- ctccctctecectectectgaacctgatagaaacattaagagaagagg
alternatus_Sequéncia 01 tcactccctctececctecteccecctetecctetectgaacctgatagaaacattgagagaagagg

durissus_crotamina = =000 @ —So s s
durissus_crotasin ctcactcaa

jararaca defensinaB 01 -—= -ctcactcaa
erythromelas defensinaB 01 -—= -ctcactcaa
jararaca defensinaB 02 -—= -ctcactcaa

diporus defensinaB 03 ctcactcaa
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_ defensinaB 02

muta defensinaB 01

—-ctcactcaa

muta defensinaB 02 0 —- oo oo oo oo oo ctcactcaa
insularis Sequéncia 02 gagaaagccaaaggaaaaccaggtcctaaagtttaaaggaagttaaaccttctcactcaa
alternatus Sequéncia 01 gagaaagccaaaggaaaaccagctcctaaagtttaaaggaagttaaaccttctcactcaa

durissus_crotamina = =00 6 —T TS oo

durissus crotasin ggtcttcatccaaaacacacaatgcaagtggccactgt-accgagctcggatc

Jjararaca defensinaB 01 ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggccactgtaactcagcaagggtec-——-—-—----
erythromelas defensinaB 01 ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggccactgtaactcggcaagggtc-——--—---
jararaca defensinaB 02 ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggccactgtaactcagcaagggte-——-—-—----
diporus defensinaB 03 ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggccactgtaactcagcaagggtec-——-—-—----
pauloensis defensinaB 01 == ====mmm o
atrox defensinaB 01 ggtcttcatccaacacacacaatgcagctggeccactgtaactcagcaagggte-—--—---
jararacussq_defensinaB_Ol ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggeccactgtaactcagcaagggte-—-—---

mattogrossensis_defensinaB_02 ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggeccactgcaactcagcaagggte-—-—-—---
mattogrossensis_defensinaB_OB ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggeccactgcaactcagcaagggte-—-—---

leucurus_defensinaB 01 gaacctgctcca----gcacaatgcagctggccactgtaactcagcaagggtc-——-——----
neuwiedi_ defensinaB 02 ggtcttcatccaaaacacgcaatgcagctggccactgtaactcagcaagggtcacagaat
muta defensinaB 0l & @ mmm e
muta defensinaB 02 ggtcttcatccaaaacacacaatacaactggccactgtaactcagcaagggte-——-----
insularis Sequéncia 02 ggtcttcatccagaacacacaatgcaactggccactgtaactcagcaaggatc-——-----
alternatus Sequéncia 01 ggtcttcatccaaaacacacaatgcaactggccactgtaactcagcaaggatc-————---

durissus crotamina = @ @@ e
durissus crotasin = e
jararaca defensinaB 01 ~ —mmmmmmmmmmm oo
erythromelas defensinaB 01 === === = o
jararaca defensinaB 02 ~  —mmmmmmmmmmm oo
diporus_defensinaB 03 = = —mmmmmmmmm e~
pauloensis defensinaB 01 == == == m—m o
atrox defensinaB 01 @ mmmmmm e~
jararacussu_defensinaB 01 === mmmm oo e
mattogrossensis_defensinaB (2 —=——== === ===
mattogrossensis_defensinaB (3 —=——== === m e mmmm e
leucurus_defensinaB 01 = == mm e e s e e
neuwiedi defensinaB 02 cacagaatcgtagagttggaggagacctcccgggtcatcgagtccaacccectgetcgag
muta defensinaB 01 @ mmmmmmm oo
muta defensinaB 02 = @ —mmmmmmmm e
insularis Sequéncia 02 ~ = —mmmmmmmmmmm e
alternatus Sequéncia 01 = —=mmmmm o

durissus _crotamina = = 0 @ —oo oo -

durissus crotasin = —o—--—————————————— cttggcaatactggagagaaatatatcacagtataattgat
jararaca defensinaB 01 = —————-——————-——---—- catggcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcc——--—
erythromelas defensinaB 01 = -—-——————————————--- catggcaacactggagagaaatatatcacagcaaggcc—-—-
jararaca defensinaB 02 = —-—-—-—————————---—— catggcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcc—---—
diporus defensinaB 03 = —-———-—————---————— catggcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcc—---
pauloensis defensinaB 01 = ————— oo mm o -
atrox defensinaB 01 = —---—-—-——————————— catggcaatactggagagaaatatatcacaggaaggcc—--
jararacussu defensinaB 01 =  —————————————-—-—-- catggcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcc—--
mattogrossensis defensinaB 02 —-—-—-——————————-—-— catggcaacactggagagaaatatatcacagcaaggcc——-
mattogrossensis defensinaB 03 —-—-—-——————————-—-— catggcaacactggagagaaatatatcacagcaaggcc——-
leucurus_defensinaB 01 = —————-—-----——————— catggcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcc-—-

neuwiedi defensinaB 02 gcaggattccctaaaccattccagcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcec---

429
442

4717
502

362
360
351

361

360
360
360
360
752
345

275
537
562

414
413
404
413
414

413
413
413
413
801
405

328
590
615

465

455
451
442
451
452

451
451
451
451
839
522
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.muta_defensinaB 01

muta defensinaB 02
insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

——————————————————— catggcaatactggagagaaatatatcacagcaaggcc——--
——————————————————— catggcaatactggagagaaatacatcacatcaaggtt-—--
——————————————————— catggcaatactggagagaaatacatcacagcaaggtt—---

primer Intron Def FWD gattatttcttccctcctacg

durissus_crotamina
durissus_crotasin
Jjararaca_defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca_defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox_defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_ defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02
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alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01
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durissus crotamina
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Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
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leucurus_defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02
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durissus crotamina
durissus crotasin
jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis _defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01

attctattcatatgaaatagaattatttcttccctcctacattaatagatgtaggcttac
—-tgtccttcatatgaaccag-attatttcttccctcecctacgttaatagatgtaggettat
—-tgtccttcacacgaaccag-attatttcttcecctcecctacgttaatagatgtaggettac
—-tgtctttcatatgaaccag-attatttcttccctcctacgttaatagatgtaggettat
—-tgtctttcatatgaaccag-attatttcttccctcctacattaatagatgtaggettat
—-tgtctttcatatgaaccag-attatttcttccctcecctcecgttaatagatgtaggettat
—-tgcctttcacatgaaccag-attatttcttcecctecctacgttaatagatgtaggettat
—-tgtccttcatatgaaccag-attatttcttccatcctacgttaatagatgtaggecttat
—-tgtccttcatatgaaccag-attatttcttccatcctacgttaatagatgtaggecttat
—-tgtctttcatatgaaccag-attatttcttccctcctacgttaatagatgtaggettat
-tgtccttcacatgaaccag-attatttcttcccteccta-gttaatagatgtaggecttat
—-tgtccttcacatgaaccag-attatttcttccctcecctacattaatagatgtaggcttac
-tatccttcatgtgaaccag-attatttcttccctcctacattaatagatgta
-tatccttcatgtgaaccag-attatttcttccctcctacattaatagatgta

cagctatttcttctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgagcect
cagctaattca-- -=
cagctaattca-------—--------------—- -
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgagcect
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget

cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
cagctaattcatctttgagtcagacttcaaacctgggttaatggctgatttatttgaget
---ttaattcatctctgagtcagacttc-aacctgggttaatagttgatttatttgagcet
---ttaattcatctctgagtcagacttcaaacctgggttaatagttgatttatttgagct

gctgcaggagatcagcagagat-ggatctgtgtggtcagagaaaacttgectgtagtgeta
gctgcaggagatcagcagagatgggatctgtgtggtcagataaaacttgectgtagtgeta
gctgcaggagatcagcagagat-ggatctgtgtggtcagagaaaacttgctctagtgcecta
gctgcaggagatcagc-—--—-—--------—--—--—-—-————-— -
gctgcaggagatcagc——————-————--———--———--———-—-—————-——————————————
gctgcaggagatcagc——————-—————-————--———--———--—-————-———————————————
gctgcaggagatcagc——————-—————--——--———--—-——-—-————-—-——————————————
gctgcaggagatcagc——————-————--———--———--—-——-—-———————————————————
gctgcaggagaccagC——— == — - oo oo oo
gctgcaggagatcagcagaaat-ggatctctgtggtcagcgaaaacttgctttagteccta
gctgcaggagatcagcagaaat-ggatctctgtggtcagcgaaaacttgctgtagtccta

ggaatcctgcaattcttggaaggatgtttccattcccaccttggatgaacggttacaaaa
ggaatcctgcaattcttggaaggatgtttccattcccaccttggatgaacggttacaaaa

ggaatcctgcacttcttggaaggatgtttccattcccaccttggectgaatggttacaaaa
ggaatcctgcacttcttggaaggatgtttccattccaaccttggectgaatggttacaaaa

gctgctggagttagcagagatggctaaactgacagttttgataaaagaaaagaatataa-
gctgctggagttagcagagatggctaaactgacagttttgataaaagaaaagaatataa-
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569
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leucurus defensinaB 01
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mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin
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alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus _defensinaB 03
pauloensis _defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis _defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus crotamina
durissus crotasin
jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01

gctgetggaget—————————————mmm e
gctgetggaget—————————————mm e

-- gtacttttgtttgtacttggatactgcttctggac—

-- -gtacttttgtttgtacttggatactgcttctggac—--
gtacttttgtttgtacttggatagtgcttctggac—

tacttttgtttgtacttttgtttgtacttggatactgcttctggac—
ttctggactttgtgctataa--
ttctggactttgtgctataa--

tgttataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacagagtctcattcttcc

tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcce
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc
tgctataatttgctataatttgtgctataattctataatttcacacagtctcattcttcc

ctttcggtttatttatttattg--tagtgattactttgcccctgatgeccttccagectaat
ctttcggtttatttatttattg--tagcgattactttgcccctgatgeccttccagectaat
ctttcggtttatttatttattg--tagtgattactttgccactgatgccttccaactaat
ctttcgatttatttatttattgctttgcgattactttgcccctgatgeccttccagectaat
ctttcgatttatttatttattgctttgcgattactttgcccctgatgeccttccagectaat
ctttcgatttatttatttattgctttgcgattactttgcccctgatgeccttccagectaat
ctttcgatttatttatttattgctttgcgattactttgccactgatgccttccagctaat
ctttcgatttgtttatttattgttttgcgattactttgcccctgatgeccttccagectaat

gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagatttaagctcttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagtataaaatcagatttaagcttttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagatttaagcttttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagatttaagcttttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagatttaagcttttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagatttaagcttttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagagttaagcttttcactaagatcttgga
gtagttgcatgggcagaaatagaataaaatcagatttaagcttttcactaagatcttgga

aagaagcag-aaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccgttttgaat
aagaagcagaaaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccattttgaat
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atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia_ 01

durissus crotamina

durissus crotasin
Jjararaca_defensinaB 01
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diporus_defensinaB 03
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mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina

durissus crotasin

Jjararaca defensinaB 01
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muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02
insularis_Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus _defensinaB 03
pauloensis _defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu_defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus crotamina
durissus_crotasin
Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02

aagaagcagaaaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccgttttgaat
aagaagcagaaaaaaaattcttaagattatttttttctcaagttaaataccgttttgaat
aagaagcagaaaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccgttttgaat
aagaagcagaaaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccgttttgaat
aagaagcagaaaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccgttttgaat
aagaagcagaaaaaaaattcttaagatta-ttttttctcaagttaaataccgttttgaat

accatttaaatacaacttagaataagaatgactttgtctgatgacttaatattagcacag
accatttaaatacaacttagagtaagaataactttgtctgatgacttaatatcagcacag
accatttaaatacaacttagagtaagaataactttgtctgatgactaaatatcagcacag
accatttaaatacaacttagaataagaatgactttgtctgatgacttaatatcagcacag
accatttaaatacaacttagaataagaatgactttgtctgatgacttaatatcagcacag
accatttaaatacaacttagaataagaatgactttgtctgatgacttaatatcagcacag
accatttaaatacaacttagaataagaatgactttgtctgatgacttaatatcagcacag
accatttaaatacaacttagaataagaatgactttgtctgatgacttaatatcagcacag

-ctggatcttgataaggataaatatgccattgacttttcttttgattcacaattcttgaa

cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttctttcgattcacaattcttgaa
cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttcttttgattcacaattcttgaa
cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttctttggattcacaattcttgaa
cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttcttttgattcacaattcttgaa
cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttctttcgattcacaattcttgaa
cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttctttcgattcacaattcttgaa
tctggatcttaataaagataaatatgccattgatttttcttttgattcacaattcttgaa
cctggatcttgataaagataaatatgccattgatttttcttttgattcacaattcttgaa

————————————————————————————————————————— gggggggtacgcttcactt
ataactttattgggg-gttttgtt-ttgtagcttattt---tttttggtacgcttcactt

agaactttattgggg-tttttgttattgtagcttattt-gggggggggtatgcttcactt
ataactttattgggg-gttttgttattgtagcttatttggggggggggtacgcttcactt
————————————————————————————————————— tggggggggggtacgcttcactt
agaactttattgggg-gttttgttattgtcgcttatttttggggggggtatgcttcactt
ataactttattgggg-tttttgttattgtagcttatttggggggggggtacgcttcactt
ataactttattggggttttttgttattgtagcttattt-tgggaggggtacacttcactt
ataactttattggggttttttgttattgtagcttattt-tgggaggggtacacttcactt
ataactttattgggg-gttttgttattgtagcttattttgggggggggtacgcttcactt
agaactttattgggg-gttttgttattgtagcttattt--tgggggggtacacttcactt
————————————————————————————————————————————————— ttccttcactt
ataactttattgggg-gttttgttagtgtagcttattt-—---tgttgatttgcttcactt

tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtctgaataaggaggcacaata
tagtattgatttacccaattctcagccaaatatgttttgttcgaataaggaggcaaagtg

tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttctttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
tagtattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcacaatg
taacattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcaccatg
taacattggtttaccaaattctcagccaaatatgttttgtttgaataaggaggcaccatg

gag-aaacagtttggtctaagtgattagagcaaaacactgcaactctgggtactgagttce
gag-aaacactttggtct-agtgattagagcaaaacacgacaactctgggtactgagttc

gagaaaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
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durissus crotamina
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Jjararaca defensinaB 01
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Jjararaca defensinaB 02
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pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
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neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02
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alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02
insularis_Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
jararacussu _defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus_crotamina

.durissus crotasin
.jararaca defensinaB 01

gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc
gag-aaacagtttggtct-agtgattagagcaaaacactacaactctggatactgagttc

cagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacaggttttga
taatcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacag—ttttg-

tagtcccaccttgggectgaa-———--- —agtgaatttggctaaactgacgg—ttttg-
tagtcccaccttgggcctgaaagctga—-——-—-———--——---- ctaaactgacgg—ttttg-
tagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacag--ttttg
tagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacgg--ttttg
tagtcccaccttgggcctgaaagctga-—-—-——-———--—---—--—- ctaaactgacag--ttttg
tagtcccaccttgggcctgaaagctga- --ctaaactgacgg--ttttg
tagtcccaccttgggcctgaaagectga- --ctaaactgacgg--ttttg
tagtcccaccttgggactgaaagctga---—----------- ctaaactgacag--ttttg
tagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacgg--ttttg
tagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactggcag--tttcg
tagtcccaccttgggcctgaaagctgactgagtgaatttggctaaactgacag--ttttg
agcagaggtggctaaactgacta--ttttg
agcagaggtggctaaactgacta--ttttg

taaaaagaaaagaatataagttactattgtttctacttggaaactgcttctggectttgt
ataaaagaaaagaataaaag-cattattgtttctacttggaaactg

ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaacggcttctggectttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactatggtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaacggcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaacggcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggecctttgt
ataaaagaaaagaatataag-tactattgtttctacttggaaactgcttctggactttgt
ataaaagaaaagaatataag-tacttttgtttctacttggaaactgtttctggactttgt
ataaaagaaaagaatataag-tacttttgtttctacttggaaactgtttctggactttgt

gcttggag-gtggaaagaatgatactatgaattttgggggtttactgattaaaacggat-
gcttgaggtgg-aaagaaatgatactatgatttt—ggggtttactgattagactgattt-

gcttgaggtggaaaaaaaacgatactatgacttt--ggggtttactgattagactgattt
gcttgaggtggaaaaaaaatgatactatgacttt--ggggttttctgattagactgatgt
gcttgaggtggaaaaaaaatgatactatgacttt--ggggttttctgattagactgatgt
gcttgaggtggaaaaaaaacgatactatgacttt--ggggttttctgattagattaatgt
gctcgaggtggaaaaaaaatgatactatgacttt--ggggtttactgattagactgattt
gcttgaggtgg-aaaaaaatgatactatgacttt--ggggtttactgattagactgatgt
gcttgaggtggaaaaaaaatgatactatgacttt--ggggtttactgattagactgatgt
gctcgaggtggaaaaaaaatgatactatgacttt--ggggcttactgattagactgattt
gctcgaggtggaaaaaaaatgatactatgacttt--ggggtttactgattagactgatgt
gctggaggtgg-aaaaaaatgatacgatgatttt--ggggtttactgattagactgattt
gctggaggtggaaaaaaaatgatacgatgatttt--ggggtttactgattagactgatct
gcttgaggtg----aaaaatgatactatgatttt--ggggtttactgattagactgagtt
gcttgaggtgg---aaaaatgatactatgatttt--ggggtttactgattagactgagtt

-ttgtttgaaaaatggcttattcccacttaatacagaaaatgccaaaaatttgaaaaatc
gttgatagagaaatggctagttcatac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattt

gttgatagagaaatggctggttcctac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctggctcatac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattt
gttgatagagaaatggctggttcatac-taatagag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttggtagagaaatggctggttcacac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctggctcatac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctggttcatac-taatagag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctggttcatac-taatagag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctggttcatac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctggctcatac-taatagag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctagttcatac-taatacag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatggctagttcatac-taatgcag-aaatgcaaaaagtt--gagattc
gttgatagagaaatgggtagttcataa-tactacag-aaatgtaaaaagct--gagattc
gttgatagagaaatgggtagttcataa-tactacag-aaatgtaaaaagct--gagattc

caatttcatgcc-catt---------------- - - - - - - - - ----- - -~ - -~ —~—~—~—\—~—\——— t
gattttcatgcctgatt--------------- - - - - - - - - - - - - - - - -~ -~ —~—~—~—\——\——\—— t
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1145
1145
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1213

444
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507
1378

1368
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565
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1330
561
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953
979

625
1486

1485
1483

623
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1388
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1231
1007
1034

684
1542

1541
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679
1563
1363
1361
1362
1760
1444

674
1287
1063
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697
1560
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erythromelas defensinaB 0] = === === === = ——— oo

jararaca defensinaB 02 gattttaatgccttatt------------"--"-""-"---- c 1559
diporus defensinaB 03 gattttaatgccttatt---------------—---———-— c 1557
pauloensis defensinaB 01 gattttaacgccttatt-------------------———-—— c 697
atrox defensinaB 01 gattttaacgccttatt--—-—--------"-"-"-""-"-"-"-"--— c 1581
Jjararacussu defensinaB 01 gattttatttatttattatttattaattaaatttgtatgccgcccecctctcecccaagact-c 1422

mattogrossensis defensinaB 02 gattttatttattatttatttattaattaaatttgtatgccgcccctctcccaagact-c 1420
mattogrossensis defensinaB 03 gattttatttattatttatttattaattaaatttgtacgccgcccctcttccaagactcc 1422

leucurus defensinaB 01 gattttatttatttattatttattaattaaatttgtatgccgcccctctcecccaagact-c 1819
neuwiedi defensinaB 02 gattttatttatttattatttattaattaaatttgtatgccgeccecctcectecccaagact-c 1503
muta defensinaB 01 gattttaatgccttatt--------------------——- 692
muta defensinaB 02 aattttaatgccttatt------- 1305
insularis Sequéncia 02 aattttaatgccttatt------- 1081
alternatus Sequéncia 01 aattttaatgccttatt-------------------- 1108
primer Intron Def REV gcaacagg gaatcggaagtc

durissus_crotamina tactgcaacagg-gaatcggaagtcaacgccttttgtttctcecccec-cccac--tttccac 753
durissus_crotasin tattgcaacagg-gaatcggaagtcaacgccttttgtttcttccec-cccac--tttccac 1616
Jjararaca_defensinaB 01 =~ = —-—--mm oo oo

erythromelas defensinaB (01  ——————— == -~~~ - - - - - - - -

jararaca defensinaB 02 tactgcaacagg-gaatcggaagtcaacgccttttgtttcteccecctceccecccectttccac 1618
diporus defensinaB 03 tactgcaacagg-gaatcagaagtcaacgccttttgtttctcceccteccecce--cttccac 1614
pauloensis defensinaB 01 tactgcaacagg-gaatcagaagtcaacgccttttgtttctcceccteccecece--cttecac 754
atrox defensinaB 01 tactgcaacagg-gaatcggaagtcaacgccttttgtttctecccctecccccectttccac 1640
jararacussu defensinaB 01 tactgcaacagg-gaatcagaagt---cgccttttgtttctcccec-ccec----tttacac 1473

mattogrossensis defensinaB 02 tactgcaacagg-gaatcggaagt---cgccttttgtttctcccc-cccccegtttacac 1475
mattogrossensis defensinaB 03 tactgcaacagg-gaatcggaagt---cgccttttgtttctcccc-ccccc--gttacac 1475

leucurus defensinaB 01 tactgcaacagg-gaatcgaaagtcaacgccttttgtttcteccce-ccec----tttacac 1873
neuwiedi defensinaB 02 tactgcaacagg-gaatcggaagt---cgccttttgtttctcccecceccecce--tttacac 1557
muta defensinaB 01 tactgcaacagg-gaatcggaagtcaacgccttttgtttccccce-cecceg--tttccac 748
muta defensinaB 02 tactgcaacagg-gaatcggaagtcaacgccttttgtttcteccce-ccecce--tttccac 1361
insularis Sequéncia 02 tacagcaacagatgaattgaaagtcaacgccttttgtttcecttcceccectece--tttccac 1139
alternatus_Sequéncia 01 tacagcaacagatgaattgaaagtcaacgccttttgtttcecttecceccectecec--tttccac 1166
durissus_crotamina atttccec-=-—-—-—---- ctttcecctatagttgttecttactatttgetttttattttgatat 805
durissus_crotasin atttcccecttttectetttecccattgttgttecttactatttgetttttattttcatat 1676
Jjararaca defensinaB (01 = = —ommm oo oo

erythromelas defensinaB 0] = === === = ——— oo

jararaca defensinaB 02 atttcccecttttecectttteecctattettgttecttactatttgetttttattttcatat 1678
diporus defensinaB 03 gtttcceccttttectettteccctactgttgttecttactatttgetttttattttcatac 1674
pauloensis defensinaB 01 gtttcceccttttectetttecctactgttgttecttactatttgetttttattttcatac 814
atrox defensinaB 01 atttcccctgttectectttecctactgttgttecttactatttgetttttattttcatac 1700
jararacussu defensinaB 01 atttcccecttttccactttccctactecttgttecttactatttgetttttattttcatat 1533
mattogrossensis defensinaB 02 atttctccctttcctctttccctactcttgttccttactatttgectttttattttcatat 1535
mattogrossensis defensinaB 03 atttctccctttcctctttccctactcttgttccttactatttgectttttattttcatat 1535
leucurus defensinaB 01 atttccccttttccactttccctactcttgttccttactatttgetttttattttcatac 1933
neuwiedi defensinaB 02 atttccccttttcctcttteccctactcttgttecttactatttgetttttattttcatat 1617
muta defensinaB 01 atttcccectttectecttteccctacgtttgttecttactatttgetttttattttcatat 808
muta defensinaB 02 atttcccecttttectecttteccctacggttgttecttactatttgetttttattttcatat 1421
insularis Sequéncia 02 atttcccttttcecttttteccctattgttgttecttactatttgetttttatt-————--- 1192
alternatus_Sequéncia 01 atttccctttttecectttttecectattgttgttecttactatttgetttttatt-——----—- 1219
durissus_crotamina ttttatgttctaaatgaataagaatataaattgataaaggaatcctgcagttctgtagaa 865
durissus_crotasin ttttatgttgtaaatgaataagaatataaatggataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1736
Jjararaca defensinaB (01 = = —ommm oo oo

erythromelas defensinaB 0] = === === = ——— oo oo

Jjararaca defensinaB 02 gtttatgttataaatgaa------ tataaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1732
diporus_defensinaB 03 gtttatgttataaatgaa------ taaaaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1728
pauloensis_defensinaB 01 gtttatgttataaatgaa------ taaaaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 868
atrox defensinaB 01 gtttatgttatcaatgaa------ taaaaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1754
Jjararacussu defensinaB 01 gtttatgttatcaatgaa------ taaaaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1587
mattogrossensis defensinaB 02 gtttatgttataaatgaa------ tataaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1589
mattogrossensis defensinaB 03 gtttatgttataaatgaa------ tataaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1589
leucurus defensinaB 01 gtttatgttatcaatgaa------ tataaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1987
neuwiedi defensinaB 02 gtttatgttatcaatgaa------ tataaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 1671
muta defensinaB 01 ttttatgttataaatgaataaaaatataaattgataaaggaatcctgcaattctgtagaa 868
muta defensinaB 02 ttttatgttataaatgaataaaaatataaattgataaaggaatcctgcagttctgtagaa 1481
insularis Sequéncia 02 -tttatgttataaatgaatacaattataaattgataaaggaatcctgcaattctgtaaaa 1251
alternatus Sequéncia 01 -tttatgttataaatgaatacaattataaattgataaaggaatcctgcaattctgtaaaa 1278
durissus crotamina gaagg-tagtgtcttggaaggaaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgt 924
durissus crotasin gaagg-tagtatcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgt 1795
Jjararaca defensinaB 01 = = —-mmmm oo oo oo oo

erythromelas defensinaB 0] @ === === === ——— oo

jararaca defensinaB 02 gaagg-tagggtcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggtatctttgctcatcgt 1791
diporus defensinaB 03 ggagg-tagggtcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcgt 1787
pauloensis _defensinaB 01 ggagg-tagggtcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcgt 927
atrox defensinaB 01 ggagg-tagggtcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcgt 1813
Jjararacussu defensinaB 01 ggaggttagggtcttggaaggggaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcgt 1647
mattogrossensis defensinaB 02 ggagg-tagggtcttggaaggggaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcat 1648
mattogrossensis defensinaB 03 ggagg-tagggtcttggaaggggaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcat 1648
leucurus_defensinaB 01 ggaggttagggtcttggaagggaaaatatatttacatattaaggaatctttgctcatcgt 2047
neuwiedi defensinaB 02 ggagg-tagggtcttggaaggggaaatatatttaaatattaaggaatctttgctcatcgt 1730
muta defensinaB 01 gaagg-tagtgtcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcatcgt 927
muta defensinaB 02 gaagg-tagtgtcttggaagggaaaatatatttaaatattaaggaatctttactcttcgt 1540
insularis Sequéncia 02 gaagg-taatgtcttggaaggaaaaatgtatttaaatattaaggaatctttactcatcat 1310
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.alternatus Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox_defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis _defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus_defensinaB 01
neuwiedi_defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis _defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

durissus crotamina
durissus crotasin
jararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01

gaagg-taatgtcttggaaggaaaaatgtatttaaatattaaggaatctttactcatcat

Exon 2 Cys
ttacctgtctcctetttttettttcatagGGAATGCCTATAAACAGTGTCATAAGAAAGG
ttacctgtctcctetttttettttcatagGGAATGCCCAACCACAGTGTCGTTGGCTAGA
———————————— tctttttecttttcatagGGAATGCCCAAGAAGAGTGTCTTCAGCAAGG
———————————— tctttttecttttcatagGGAATGCCCAAGAAGGGTGTCTTCAGCAAGG
ttacctgtctcctettgttecttttcatagGGAATGCCCAAGTAAGGTGTCGTCGGCTAGG
ttacctgtctcctetttttettttcatagGGAATGCCCAACCAGAGTGTCTTCGGCAAGG
ttacctgtctcctcectttttettttcatagGGAATGCCCAACCAGAGTGTCTTCGGCAAGG
ttacctgtctcctectttttettttcatagGGAATGCCCAACGAGAGTGTTATTGGCAAAG
ttacctgtctcctcecttttgettttcatagGGAATGCCCAACGAAGGTGTCATCAGAAAGG
ttacctttctecctectttttettttcatagGGAATGCCCAACGAAGGTGTCGTCAGCGAAG
ttacctttctecctectttttettttcatagGGAATGCCCAACGAAGGTGTCGTCAGCGAAG
ttacctgtctcctcecttttgettttcatagGGAATGCCCAACGAAGGTGTCGTCAGAAAGG
ttacctgtctcctcttcttettttcatagGGAATGCCCAACCAGAGTGTTGTCAGGAAGG
ttacctgtctcctctetgtettttcatagGGAATGCCCAAGAATGGTGTCGTGGGCTAGG
ttacctgtctcctcectttgtettttcatagGGAATGCCCAAGGACAGTGTCATCAGCAAAG
ttacgtgtctcctcectttttettttcatagGGGATGCCAACCATGCCCACCATGTC-——-—-
ttacctgtctcctetttttettttcatagGGGATGCCAACCATGTCCACCATGTGC-—--—

***_ ************_***** * e *
Cys Cys
AGGACACTGCTTTCCCAAGGAGAAAATATGTCTTCCTCCATCTTCTGACTTTGGGAAGAT
CGGATTCTGCCATTCC----—~ AGCCCATGTCCGTCTGGAACTACTAGCATTGGGCAGCA

AGGATTCTGCCGTCTC-- ~ATTCGATGTCCTTTTGGATATGATTCCCCTGAACAGCA
AGGATTCTGCCGTCTC-- ~ATTCGATGTCCTTTTGGATATGATTCCCTTGAACAGCA
AGGAATCTGCATTCTC-- ~AGTCGATGTCCTTTAAGATATGATTCCCTTGGACAGCA

TATGTTTCCCTTGGGCAGCT
TATGTTTCCCTTGGGCACCT

AGGATTCTGCCGTTCG-- -AAAGGATGTCCTTTTGGATATGATTCCCTTGGGCGGCT
AGGAATGTGCCTTCCC-- -GGTCCATGTCCTCCTGGATATGATTCCCTTGGGCAGCA
AGGAATCTGCCGTCCC-- -CGTCCATGTCCTCCTGAAAATTTTTCCCTTGGGCGGCT
AGGAATCTGCCGTCCC-- -CGTCCATGTCCTCCTGAAAATTTTTCCCTTGGGCGGCT
AGGAATGTGCCTTCCC-- -GGTCCATGTCCTCCTGGATATGTTTCCCTTGGGCAGCA
AGGAATCTGCCATTCA-- -AAACAATGTCCTCTTGGATATTCTTCCCTTGGGCGGCT
AGGATTCTGCTCTTTC-- -TACCAATGTCGTCCTGGACATGA---CCTTGGGCCGCA
AGGAAGATGCTTTCTC- -CATCAATGTCCTCTGTCACATTATTTCCTTGGGAGGCT

CGTCCTCCAGGCCATATGATTCCCGGGC----
CGTCCTCCAGGCCATATGATTCCCGGGC----

* kK * *

Cys CysCys intron 2
GGACTGTCGATGGAGATGGAAATGCTGTAAAAAgtaagaaaa——————-— ctaatagagat
GGACTGTCTGTGGTATGAGAGCTGCTGCATACCgtaagaaaattctcctctaatagagat
GGACTGTCGGAAGGGACAGAGGTGCTGTATAAGgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCGGAAGGGACAGAGGTGCTGTATAAGgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCTGAAGGGACAGAAGTGCTGTAGAAGgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCAGAATGGACATGTGTGCTGTAGAAAgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCAGATGGGACAGATGTGCTGTATACGgtaggaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCCGTTGGGATATGTGTGCTGTAGAATTTAAgaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCGGAGGGGACAGAAGTGCTGTATAAAgtaagaaaactctcctctaat--agat
GGACTGTCAGATGGGACGGATGTGCTGTAGAAGgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCAGATGGGACAGATGTGCTGTAGAAGgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCGGAGGGGACAGATGTGCTGTATAAGgtaggaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTCAGTTGGGACAGAGGTGCTGTATAAGgtaagaaaactctcctctaatagagat
GGACTGTTGGCCGGAACGGAGGTGCTGTAGATGgtaagaaagctctcctctaacagagat
GGACTGTGGGCCGGGACGGAGGTGCTGTAGAAGgtaagaaaactctcctctaacagagat
--GCTCTCTGGTGTGActgatgtgctgtagacggtaagaaaactctcctctaataaagat
—-—-GCTGTCTGGTGTGACTGATGTGCTGTAGacggtaagaaaactctcctctaataaagat

*Kk Kk Kk KKK K Kk KKk Kk KKk * kK Kk * Kk K

actacagatagagtacatcatgagattctctgcctgatattgtctgcattcacaaagcett
actacagat-cagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacactacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcagaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcett
actacaggtacagtacataatgagattctcttcctgatattgtttgcattcacaaagcectt
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcatccacaaagcectt
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcectt
actacaggtacagtacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcectt
actacagatacaatacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagctt
actacagatacaatacataatgagattctctgcctgatattgtttgcattcacaaagcectt

Kk kK hkKkKh Kk Kk kkkkk hAhkAhkAhkA KA KK KhAhkhkhkhk *hkkhkk KKk *khkkkk*

tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-ttttttt-tcatt
tgcaaagcacagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttattattttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaacacactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaac---tta-tttttttctcatt

1337

984
1855
568
559
1851
1847
987
1873
1707
1708
1708
2107
1790

1600
1365
1393

1097
1969

682

673
1965
1955
1095
1987
1819
1822
1822
2221
1904
1098
1714
1451
1479

1157
2028

742

733
2025
2015
1155
2047
1879
1882
1882
2281
1964
1158
1774
1511
1539

1215
2087

801

792
2085
2074
1211
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atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi_ defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia_ 01

durissus crotamina

durissus crotasin
Jjararaca_defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
Jjararaca_defensinaB 02
diporus_defensinaB 03
pauloensis defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus_Sequéncia 01

durissus_crotamina
durissus_crotasin

Jjararaca defensinaB 01
erythromelas defensinaB 01
jararaca defensinaB 02
diporus defensinaB 03
pauloensis_defensinaB 01
atrox defensinaB 01
Jjararacussu defensinaB 01
mattogrossensis defensinaB 02
mattogrossensis defensinaB 03
leucurus defensinaB 01
neuwiedi defensinaB 02

muta defensinaB 01

muta defensinaB 02

insularis Sequéncia 02
alternatus Sequéncia 01

tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaac--atta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcacgttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcacgttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcgaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactcactttgatcaacttatta-tttttttctcatt
tgcaaagcaaagaatttactttaaactaacttggatcaacttatta-tttttttctcact
tgcaaagcaaagaatttactttaaactaacttggatcaacttatta-tttttttctcact

KAk KKKKK KAKKKKKKKKKA KK KK KKk K KKK KKKK KhkKk KhkKKkKKK KKK K

Exon 3 STOP

———————————————— GAAGTGGAAAATAAtgccatctccatctaggacca
----GATATGAGAAATAAtgccatctccatctaggacca
—---—-AACCTAGAAAATAAtgccgtctccatcteccgacca
—----AACCTAGAAAATAAtgccatctccatctacgacca
----GATTTGGAAAATAAtgctgtctccatctacaacca
—----AACCTAGAAAATAAtgccgtctccatctacgacca
—--—--AACCTAGAAAATAAtgccgtctccatctacgacca
—--—-—aacctggaaaataatgccatctccatctacgacca
--—--GATTTGGAAAATAAtgccatctccatctacgacca
--—--GATTTGGAAAATAAtgccatctccatctacaacca
—----GATTTGGAAAGTAAtgccatctccatctacaacca
77777 ATTTGGAAAATAAtgccgtctccatctacgatca
--—--TATTTGGAAAATAAtgccatctccatctacgacca
tgtatagG--------------——-————-—— GGAAAATAAtgccgtctccatctacgacca
tgtatagGAGAAAATAAtggaaatggagatggaaaataatgccgtctccatctacgacca
tgtatagca gaaagggaaaataaggccatctccatctacgacca

tgtatagca gaaagggaaaataatgccatctccatctacgacca
*ok ok ok ok kK .'.**'*** **.'********* '*'**

primer 3'UTRas atggccaaggacctgagagtgcc

tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgecc 1342
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgecec 2170
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgcc 861
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgcc 884
tgggtatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgecec 2168
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgece 2157
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgec 1271
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgecc 2166
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgecc 1996
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgcec 2001
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgec 2001
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgec 2397
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgcec 2083
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgec 1271
tggatatcttcaagatatggccaaggacctgagagtgec 1909
tggataccttcaagatatggccaaggacctgagagtgec 1630
tggataccttcaagatatggccaaggacctgagagtgcec 1658

*kk kKk Khkkkkkkkk

2106
1936
1941
1941
2340
2023
1217
1833
1570
1598

1259
2131
845

2129
2118
1255
2150
1980
1985
1985
2381
2067
1255
1893
1614
1642

Em cinza escuro destaque para as cisteinas e sequéncias dos "primers". "STOP" = cédon de parada.
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Defensins are components of the vertebrate innate immune system; they comprise a
diverse group of small cationic antimicrobial peptides. Among them, f-defensins have a
characteristic B-sheet-rich fold plus six conserved cysteines with particular spacing and
intramolecular bonds. They have been fully studied in mammals, but there is little infor-
mation about them in snakes. Using a PCR approach, we described 13 B-defensin-like
sequences in Bothrops and Lachesis snakes. The genes are organized in three exons and two
introns, with exception of B.atrox_defensinB_01 which has only two exons. They show high
Innate immunity similarities in exon 1, intron 1 and intron 2, but exons 2 and 3 have undergone accelerated
Brazilian pitvipers evolution. The theoretical translated sequences encode a pre-B-defensin-like molecule
Snakes with a conserved signal peptide and a mature peptide. The signal peptides are leucine-rich
Gene tree and the mature B-defensin-like molecules have a size around 4.5 kDa, a net charge from
Birth-and-death evolution +2 to +11, and the conserved cysteine motif. Phylogenetic analysis was done using
maximum parsimony, maximum likelihood and Bayesian analyses, and all resulted in
similar topologies with slight differences. The genus Bothrops displayed two separate
lineages. The reconciliation of gene trees and species tree indicated eight to nine dupli-
cations and 23 to 29 extinctions depending on the gene tree used. Our results together
with previously published data indicate that the ancestral B-defensin-like gene may have
three exons in vertebrates and that their evolution occurred according to a birth-and-
death model.

Keywords:
Beta-defensin

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction pattern of disulfide bonds between cysteine residues (Cys).

B-Defensins are a subgroup of defensins that have a char-

A wide variety of organisms have an innate immune
system that provides the first line of defense against
external pathogens. Vertebrates have, among the compo-
nents of this innate immune system, defensins comprising
a diverse group of small cationic antimicrobial peptides.
These molecules have both antimicrobial and cell signaling
functions (Lai and Gallo, 2009). They are grouped into three
families: alpha (a), beta (8), and theta (0), according to the
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E-mail addresses: pgcorrea@ig.com.br (P.G. Correa), nancyoguiura@
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0041-0101/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2013.02.013

acteristic p-sheet-rich fold plus six conserved Cys with
particular spacing and intramolecular bonds. The structure
of pre-B-defensin consists of a signal sequence, a short or
absent propiece, and the mature defensin (Ganz, 2003).
B-Defensin-like peptides are found in the venom of diverse
organisms, including sea anemones, snakes and platypus
(Torres and Kuchel, 2004) as well lizards (Fry et al., 2005).
Interestingly crotamine (one of four major components of
the venom of the South American rattlesnake) has been
shown to have a global fold and a Cys-pairing pattern
similar to that of the p-defensin scaffold, although
the peptides show low sequence similarity and display
different biological activities (Fadel et al., 2005). Crotamine


mailto:pgcorrea@ig.com.br
mailto:nancyoguiura@butantan.gov.br
mailto:nancyoguiura@butantan.gov.br
mailto:naniogui@hotmail.com
http://crossmark.dyndns.org/dialog/?doi=10.1016/j.toxicon.2013.02.013&domain=pdf
www.sciencedirect.com/science/journal/00410101
http://www.elsevier.com/locate/toxicon
http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2013.02.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2013.02.013

66 PG. Correa, N. Oguiura / Toxicon 69 (2013) 65-74

has an antimicrobial activity against Escherichia coli and
Bacillus subtilis, as well against Candida spp., Trichosporon
spp. and Cryptococcus neoformans (Oguiura et al., 2011;
Yamane et al., 2012; Yount et al., 2009). Defensin-like
peptides from the platypus also show a similar overall
fold and Cys-pairing pattern as p-defensin-2, although no
antimicrobial activity (Torres et al., 1999).

In vertebrates, p-defensin-like genes have been
described in birds (Xiao et al., 2004), fishes (Zou et al., 2007),
lizards (Dalla Valle et al., 2012), mammals and primates (Del
Pero et al., 2002; Luenser and Ludwig, 2005; Luenser et al.,
2005; Patil et al, 2005), platypus (Whittington et al,,
2008) and rattlesnakes (Radis-Baptista et al., 2003, 2004).
The B-defensin genes are organized in a different manner in
each animal group. The most common structure found in
mammals is two exons and one intron (Patil et al., 2005),
which also includes the platypus (Whittington et al., 2008),
while there are four exons and three introns in chickens
(Xiao et al., 2004). In snakes, B-defensin-like genes have
three exons and two introns (Radis-Baptista et al., 2003;
2004), as well as lizards (Dalla Valle et al., 2012) and fishes
(Zou et al., 2007).

The B-defensin genes constitute a multigene family.
Previous studies have shown that many multigene families,
including proteins of the immune system, evolved ac-
cording to a mechanism defined as the birth-and-death
process (Nei and Rooney, 2005). This process was re-
ported for mammalian p-defensin genes (Morrison et al.,
2003), bovine defensin genes (Liu et al, 2009) and o-
defensin genes (Das et al., 2010), and may explain the
degree of diversity amongst the sequences in Anolis caro-
linensis (Dalla Valle et al., 2012). The unusually high degree
of sequence variation in the mature peptide produced by
the paralogous and in some cases orthologous genes im-
plies extensive specialization and species-specific adapta-
tion (Semple et al., 2006).

Comparative studies are important in determining
patterns of evolution and function of the innate immune
system. In this work, we describe new B-defensin-like
genes in Brazilian pitvipers of the Bothrops and Lachesis
genera, where we analyzed them phylogenetically and
reconciled the species tree with gene tree to infer dupli-
cation/speciation nodes of these f-defensin-like genes.

2. Material and methods
2.1. Tissues

The snakes studied in this work were Bothrops alter-
natus (Estiva - MG, IBSP 77.198), B. atrox (Rio Branco - AC,
IBSP 79.765), B. diporus (Blumenal - SC, IBSP 60.323), B.
insularis (Queimada Grande Island - SP), B. erythromelas
(Ibitira - BA, IBSP 79.766), B. jararaca (Embu Guagu - SP), B.
jararacussu (Ubatuba - SP), B. leucurus (Porto Seguro - BA,
IBSP 79.100), B. mattogrossensis (N. Sra do Livramento — MT,
IBSP 77.705), B. neuwiedi (Baependi — MG, IBSP 74.566), B.
pauloensis (Frutal - MG, IBSP 71.111), Crotalus durissus,
Lachesis muta (Northeast Brazil).

We used livers and scales from snakes deposited in the
Tissue Collection of Alphonse Hoge Herpetological Collec-
tion at the Butantan Institute and the blood from B. insularis

snakes, kept alive in the Ecology and Evolution Laboratory,
and from L. muta, kept in the Herpetology Laboratory, both
at the Butantan Institute.

2.2. DNA purification

The DNA was purified from liver tissues (Ausubel et al.,
2000), scales (Fetzner, 1999) or blood (ZR Genomic DNA
Tissue kit, ZymoResearch), which was then quantified at
260 nm using the NanoDrop ND-2000c spectrophotometer.

2.3. PCR

2.3.1. Primers

The forward and reverse primers HO10 (5'-AAG
CAGTCTCAGCATGAAGAT-3’) and 3’'UTRas (5-GGCACTCTC
AGGTCCTTGGCCAT-3’) were designed on the basis of
crotamine (Radis-Baptista et al., 2003) and crotasin (Radis-
Baptista et al., 2004) gene sequences to amplify B-defensin-
like sequences.

2.3.2. Reaction

A 50 pl reaction mix contained 100-1000 ng DNA
sample, 0.1 pM each primer, 1.25 U Taq DNA Polymerase
Platinum (Invitrogen), buffer with the addition of 1.5 mM
MgCl,, and 0.2 mM dNTPs mix. The amplification process
used an initial denaturation step of 4 min at 94 °C, followed
by 30 cycles of 45 sat 94 °C,45 s at 52.5,550r 58 °Cand 45 s
at 72 °C, and finally 1 min at 72 °C.

24. Cloning

The amplified DNA was purified, after electrophoresis on a
1% agarose gel, using the Zymoclean Gel DNA Recovery kit
(ZymoResearch). The purified DNA was cloned into the

Table 1
B-Defensin-like sequence of snakes from different groups of Bothrops and
Lachesis genera.

GenBank
DefbBa01 KC117158

Snake Sequence

group B.atrox_defensinB_01
‘atrox’

B.leucurus_defensinB_01 DefbBI01 KC117166

group B.alternatus_sequence_01 SeqBal01 KC117159
‘alternatus’
group B.jararaca_defensinB_01 DefbBj01 KC117163
‘jararaca’
B.jararaca_defensinB_02 DefbBj02 KC117164
B.insularis_sequence_02 SeqBi02  KC117162
group B.jararacussu_defensinB_01 DefbBju01 KC117165
‘jararacussu’
group B.diporus_defensinB_03 DefbBd03 KC117160
‘neuwiedi’

B.erythromelas_defensinB_01  DefbBe01 KC117161

B.mattogrossensis_defensinB_02 DefbBm02 KC117167

B.mattogrossensis_defensinB_03 DefbBm03 KC117168

B.neuwiedi_defensinB_02 DefbBn02 KC117169

B.pauloensis_defensinB_01 DefbBp01 KC117170

genus L.muta_defensinB_01 DefbLm01 KC117171
Lachesis

L.muta_defensinB_02 DefbLm02 KC117172

The names of sequences and respective GenBank accession numbers are
presented as well as the sequences are organized in the Bothrops groups as
described in Carrasco et al. (2012).
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Table 2

Sizes and organization of B-defensin-like gene of some Brazilian pitvipers.
Gene Total length Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
DefbBa01 2166 58 1784 122* 4+ 2028 - -
DefbBal01 1658 58 1308 83* + 209% - -
DefbBd03 2134 58 1758 112 153 16* + 37%
DefbBe01 852 58 470 118 153 16* + 37%
DefbBi02 1630 58 1281 68* + 207% - -
DefbBjo1 861 58 479 118 153 16* + 37%
DefbBj02 2145 58 1762 118 154 16* + 37%
DefbBju01 1996 58 1619 118 149 16* + 37%
DefbBI01 2397 58 2018 118 153 13* + 37%
DefbBm02 2001 58 1619 118 153 16* + 37%
DefbBm03 2001 58 1619 118 153 16* + 37%
DefbBn02 2083 58 1701 118 153 16* + 37%
DefbBp01 1271 58 898 112 150 16* + 37%
DefbLm01 1271 58 898 115 153 10*437%
DefbLm02 1909 58 1511 118 153 10* + 59%

Total lengths (bp) correspond to sequences between PCR primers HO10 and 3’UTRas. The boundaries of exons-introns were estimated according to Crt-p1
(C.durissus_crotamine, GenBank: AF223646)) and Cts-p2 (C.durissus_crotasin, GenBank: AF250212) sequences after the alignment. * Indicates the size of

codifying sequence and & the 3'UTR in the last exon.

pTZ57 R/T vector according to the manufacturer’s in-
structions (Fermentas). Ten microliters of ligation mixture
were used to transform the E. coli DH50. (Ausubel et al., 2000).
Six clones were cultured, and the plasmids were then
purified using Zyppy Plasmid Miniprep (ZymoResearch).

2.5. Sequencing

Clones were sequenced using the Big Dye Terminator V3.1
Cycle Sequence kit and fractionated on an ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The sequencing
was performed at the Biotechnology Center in the Butantan
Institute, using the primers M13 (5'-GTAAAACGACGGCC
AGT-3’) and T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG -3') to
sequence the insert’s boundaries, and intron-def-FWD
(5'-GATTATTTCTTCCCTCCTACG-3’) and intron-def-REV (5’'-
GACTTCCGATTCCCTGTTGC-3’) to sequence intron 1.

2.6. Sequence analysis

The sequences were analyzed for selective pressure
using the Hyphy package in the Datamonkey server at
www.datamonkey.org (Pond et al., 2005). Datamonkey
implements likelihood-based approaches for detecting

sites under selection (Pond and Frost, 2005). Our data were
analyzed using the following options: codon, universal
code, SLAC (single likelihood ancestor counting) and REV
model (time reversible model nucleotide substitution
model to estimate the branch lengths and nucleotide sub-
stitution biases).

Sequences were aligned in MAFFT v7.017b (Katoh and
Toh, 2010), strategy E-INS-i to less than 200 sequences,
with multiple conserved domains and long gaps. Gene
phylogenies were constructed by maximum parsimony
using TNT1.1 (Goloboff et al., 2008), by maximum likeli-
hood using TreeFinder 1.4 (Jobb et al., 2004), and by
Bayesian analysis using MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2011).
We used five partitions for the probabilistic analyses (three
exons and two introns), assuming the best substitution
model according to AICc using TreeFinder. The reconcilia-
tion of gene tree with species tree was done in Mesquite
v2.75 (Maddison and Maddison, 2011).

3. Results and discussion
We detected 13 B-defensin-like sequences from 12

species of Brazilian Crotalinae snakes, which are listed along
with GenBank accession number in Table 1, and aligned

Table 3

Similarity of B-defensin-like sequences of Brazilian pitvipers with crotamine (Crt-p1) and crotasin (Cts-p2) genes.
Genes Exon 1 Intron 2 Exon 2 Intron 2 Exon 3

Crt-p1 Cts-p2 Crt-p1 Cts-p2 Crt-p1 Cts-p2 Crt-p1 Cts-p2 Crt-p1 Cts-p2

DefbBa01 96.6 93.1 92.8 93.6 63.6 66.9 96.6 97.4 75.0 68.8
DefbBd03 96.6 93.1 92.8 94.2 62.5 66.9 95.9 96.7 68.8 62.5
DefbBe01 96.6 93.1 92.6 90.4 63.6 67.8 97.2 98.0 68.8 62.5
DefbBj0o1 96.6 93.1 93.9 92.0 63.6 67.8 97.2 98.0 68.8 62.5
DefbBj02 96.6 93.1 89.1 91.1 67.8 72.0 95.9 96.7 75.0 75.0
DefbBju01 96.6 93.1 92.1 92.7 70.3 69.5 97.2 97.9 81.3 81.3
DefbBIO1 94.8 98.3 91.9 91.2 68.1 71.6 95.9 96.7 75.0 75.0
DefbBm02 96.6 93.1 91.9 923 64.4 66.9 96.6 97.4 81.3 813
DefbBm03 96.6 93.1 919 92.2 63.6 67.8 96.6 974 75.0 75.0
DefbBn02 96.6 93.1 89.5 91.1 67.8 71.2 95.9 96.7 75.0 75.0
DefbBp01 94.8 914 92.7 93.6 62.5 714 96.5 97.3 68.8 62.5
DefbLmO01 96.6 93.1 92.6 94.5 63.5 69.6 95.9 96.7 90.0 70.0
DefbLm02 96.6 93.1 92.7 934 69.5 57.6 96.6 974 80.0 60.0

The values presented here are percentage of nucleotide identity. Contiguous deletions or insertions were counted as one event.
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Fig. 1. Analysis of selective pressure of -defensin-like sequences in Brazilian pitvipers. The w values (dN-dS) are shown on Y-axis, and the codons of exon 1, 2
and 3 sequences on X-axis. The dashed brace indicates the peptide signal region. Triangles indicate the positions of cysteines.

sequences are shown in Supplementary Material 1. Despite
the similarity of the nucleotide sequences, mutations
in B.alternatus_sequence_01 and B.insularis_sequence_02
caused the loss of Cys which resulted in the loss of (-
defensin structure and a change or loss of function. Although
the sequence B.atrox_defensinB_01 showed a premature stop
codon, this occurred after the sixth Cys, which did not
compromise the B-defensin scaffold. B.atrox_defensinB_01
may maintain its antimicrobial function with a short C-ter-
minal. The gene sizes varied from 852 to 2397 bp, and they
were organized in three exons and two introns (Table 2),
except the DefbBa01 sequence which had only two exons.
Interestingly, Oguiura et al. (2009) also described two

sequences of crotamine genes without intron 2 in two rat-
tlesnakes, indicating the possible occurrence of a minor
gene structure with two exons and one intron. Intron 1 was
long and in phase 1, dividing the codon between the first and
second nucleotides, and intron 2 was short and in phase 2,
dividing the codon between the second and third nucleo-
tides as well as crotamine and crotasin genes (Radis-Baptista
etal,, 2003, 2004). The variation in gene size was mainly due
to the size variation of intron I, a region where insertions or
deletions as well duplication were detected. The similarity of
new sequences was analyzed in relation to the previous
published rattlesnake B-defensin-like sequences, crotamine
(Crt-p1) and crotasin (Cts-p2) (in Table 3, we did not compare
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Crotamine 2 ; HKK Eb F LPPSSDEGR KKGSGR*
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Fig. 2. Alignment of B-defensin-like amino acid sequences in Brazilian pitvipers. The deduced amino acid sequences were aligned using Muscle in the BioEdit
v7.1.3 program. Green indicates hydrophobic amino acids, red the negatively charged amino acids, blue the positively charged amino acids and brown the other
amino acids including cysteines, glycines and prolines. Above the figure, black lines indicate the pattern of cysteine bridges. Below the figure is the consensus
sequence where the most frequent residues is annotated. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)
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Table 4

Theoretical characteristics of deduced amino acid sequences of B-defensin-like of Brazilian pitvipers.
B-Defensin-like Snakes pl Net charge Hidrofobicity MW (kDa)
molecules (kcal mol 1)
DefbBa01 B. atrox 8.3 +3 +26.1 4.3
DefbBd03 B. diporus 9.1 +6 +37.1 4.5
DefbBe01 B. erythromelas 8.8 +5 +42.6 4.8
DefbBj01 B. jararaca 85 +4 +45.1 49
DefbBj02 B. jararaca 104 +9 +36.5 4.5
DefbBju01 B. jararacussu 9.5 +7 +43.9 4.6
DefbBI01 B. leucurus 9.6 +7 +33 4.5
DefbBm02 B. mattogrossensis 12.0 +11 +40 5
DefbBm03 B. mattogrossensis 11.9 +10 +39 5
DefbBn02 B. neuwiedi 7.9 +2 +33.7 4.5
DefbBp01 B. pauloensis 8.8 +5 +32.8 4.5
DefbLmO1 L. muta 8 +2 +33.7 4.5
DefbLmO02 L. muta 104 +8 +36.9 4.7
Crotasin C. d.terrificus 53 -1 +28.9 4.7
Crotamine C. d.terrificus 9.6 +7 +45.1 4.8

Isoeletric point (pI), net charge at neutral pH, hydrophobicity (Wimley-White scale) and molecular weight (MW) were calculated on PepDraw software at
http://www.tulane.edu/ ~ biochem/WW/PepDraw/index.html.

the non-pB-defensin-like sequences). Exon 1 and introns 1 codes for the signal peptide, which needs to be preserved to
and 2 displayed more than 90% identity, and curiously, correctly address the protein in the cell. Fig. 1 shows the
intron 1 had high similarity despite the wide variation in its selective pressure analysis of exonic sequences of snake
size. Also high similarity in exon 1 was expected because it B-defensin-like genes: the proportion of dN-dS in signal

C.durissus_crotasin
69
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T 63 89
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B.alternatus_Sequence_01
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Fig. 3. Maximum parsimony cladogram of B-defensin-like sequences of Brazilian pitvipers. Cladogram of the most parsimonious trees using TNT1.1. Of 2955 nt,

1869 were conserved, 515 variable and 264 parsimony informative. Only bootstrap values greater than 50 are shown. The cladogram was rooted in Crotalus
sequences. Scale bar below the tree measures evolutionary distances in substitutions per site.
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peptide indicated a conserved sequence (v < 1, 0 or negative
in general). On the other hand, w value for exons 2 and 3
were higher (more than 1 in general) indicating positive
selection, except in the Cys codons, which were conserved
(w = 0). Introns were not analyzed, because we considered
that these non-coding sequences were only subject to
neutral evolution. Exons 2 and 3, which encode the mature
protein, underwent an accelerate evolution as other snake
toxins and defensins. Accelerated amino acid substitutions
have been reported to occur not only in toxins but also in
such proteins as antigen recognition sites of the MHC mol-
ecules and other antimicrobial peptides.

The analysis of deduced amino acid sequences by Signal
P 4.0 (Petersen et al., 2011) indicated the B-defensin-like
precursors consisted of signal peptide (SP) and mature
peptide (MP), and lacked the anionic propiece between the
SP and MP, which is common in mammalian «-defensins
and can be shorter or absent in B-defensins (Ganz, 2003).
The signal peptides were hydrophobic and Leu-rich (five
Leu and two Ile in 22 aa) as in other immature B-defensins
(Luenser et al., 2005; Patil et al., 2005). Despite the accel-
erated evolution, the deduced amino acid sequences (Fig. 2)

exhibited the consensus pattern of mature -defensins. The
consensus sequence of mature peptide is X3-C-Xg-C-X4.6-
C-Xg.11-C-X5-CC-X4.¢ with a high proportion of basic amino
acids in carboxy-terminal region. Between the second and
third Cys, crotamine has six amino acid residues instead of
four in crotasin and other snake B-defensin-like sequences.
Also, the first amino acid of the N-terminus of mature
peptide of crotamine is Tyr instead of Gln in crotasin,
and the newly described B-defensin-like molecules. Like
crotamine and crotasin, the p-defensin-like sequences of
Bothrops and Lachesis snakes have Gly at position 9 and Asp
at position 29 of mature peptide. Also, all sequences have a
terminal Lys, but we do not know if they are removed after
post-translational processing as occurs in crotamine. All
sequences described exhibited the characteristics of the -
defensin family, namely the six conserved Cys motif, small
size (about 5 kDa), positive net charge, and high hydro-
phobicity (Table 4).

We analyzed three data sets by maximum parsimony:
intronic sequences only, exonic sequences only, and the
whole genes. In the case of snake -defensin-like sequences,
the best phylogenetic signal was obtained using the
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Fig. 4. Maximum likelihood cladogram of p-defensin-like sequences of Brazilian pitvipers. Sequences were analyzed using TreeFinder based on the HKY model to
partitions exons 1, 2, 3 and intron 2, and TVM model for intron 1. Crotalus sequences were used as outgroup. The bootstrap values are shown at each node. Scale

bar below the tree measures evolutionary distances in substitutions per site.
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concatenated exonic and intronic sequences. In contrast,
Luenser et al. (2005) analyzed caprine and ovine B-defen-
sin-like sequences and found a phylogenetic signal only
when intronic sequences were used to construct the
phylogenetic tree. Phylogenetic analyses were done using
parsimony and probabilistic approaches obtaining three
topologies (Figs. 3-5). The best substitution model obtained
using TreeFinder resulted in two models, TVM for intron 1
and HKY for the other partitions (intron 2, exons 1, 2 and 3)
and they were used for both maximum likelihood and
Bayesian analyses. All topologies showed three branches
including non-B-defensins and B-defensin-like sequences
of Crotalus and Lachesis and two lineages of Bothrops. The
lineages were jararaca (B.jararaca_defensinB_01 and _02,
B.atrox_defensinB_01, B.erythromelas_defensinB_01, B.pau-
loensis_defensinB_01, B.diporus_defensinB_03) and jarara
cussu (B.jararacussu_defensinB_01, B.leucurus_defensinB_01,
B.neuwiedi_defensinB_02, B.mattogrossensis_defensinB_02
and 03), and the B-defensin-like genes of ‘neuwiedi’ (B.
erythromelas, B. pauloensis, B. diporus, B. neuwiedi and B.
mattogrossensis) and ‘atrox’ (B. atrox and B. leucurus) groups

were recovered in both branches. Maximum parsimony
and Bayesian analyses recovered B.neuwiedi_defensinB_02
together with B.matogrossensis_defensinB_01 and 02, both of
the ‘neuwiedi’ group, though without support. The lineage
jararaca which showed polytomy in Bayesian analysis,
had low support in other analyses. The two paralogous f-
defensin-like genes jararaca_01 and jararaca_02 may have
duplicated before the speciation of the ‘neuwiedi’, ‘jarar-
acussu’ and ‘jararaca’ groups. The sequences B.mattog-
rossensis_defensinB_02 and _03 seem to be polymorphic
sequences and not duplicated genes. In all trees, the low
support of branches was probably due to lack of sequence
sampling from other snake species groups as well in the
same species and due to gene duplications. Thus, an in-
crease in the number of sequences of the same species, and
also a larger sampling in B-defensin-like sequences from
other snake species, may improve the tree topology and
branch support in future studies. The great number of gaps
and only one sequence in that gap did not seem to affect the
parsimony or Bayesian analyses but it seemed to be spurious
in likelihood analysis.
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Fig. 5. Bayesian cladogram of B-defensin-like sequences of Brazilian pitvipers. Bayesian Markov Chain Monte Carlo consensus cladogram derived from an analysis
based on the HKY model to partitions exons 1, 2, 3 and introns 2, and TVM model for intron 1. The posterior probabilities are shown at each node. Scale bar below

the tree measures evolutionary distances in substitutions per site.
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To construct the evolutionary history of the B-defensin
genes in the snakes studied, all topologies were used to
reconcile the gene tree with species tree. The reconciliation
with the maximum parsimony gene tree resulted in eight
duplications and 24 extinctions (Fig. 6), while the Bayesian
gene tree showed eight duplications and 23 extinctions and
maximum likelihood gene tree nine duplications and 29
extinctions. These events of duplication and differentiation
of the genes occurred over a period of about 22 million
years, the timeframe for the evolution of viperid snakes in
the New World (Wiister et al., 2008). The high number of
extinctions may be due to the lack of other f-defensin-like
genes from the same species as well as from other Bothrops
snakes. The evolution of these genes occurred according to
the birth-and-death model, as for B-defensin genes and
other multigene families in vertebrates (Nei and Rooney,
2005) and as suggested for the crotamine and crotasin
genes (Oguiura et al., 2009).

We amplified B-defensin-like sequences of several
snakes and we noticed that their genes have the same or-
ganization as the crotamine and crotasin genes as well
other B-defensin-like genes of lizards and fishes. The evo-
lution of genes is dynamic, where not only do substitutions
occur but also intron gains and losses (Babenko et al.,
2004). Coulombe-Huntington and Majewski (2007)
observed a trend toward intron losses in mammals;
furthermore, they observed that intron losses occurred
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more frequently in those smaller than 150 bp. We proposed
that the structure of three exons and two introns is a
squamate characteristic, because it is found in snakes and
lizards, whereas the feature of two exons is characteristic
for mammals (Patil et al., 2005) and four exons for birds
(Xiao et al., 2004). All f-defensin-like sequences that have
been described show a common main gene organization in
a particular group of animals, but also one or more se-
quences with a different structure: our DefbBa01 has only
two exons, some in lizards have four exons (Dalla Valle
et al, 2012), and mammals also have genes with more
than two exons (Patil et al., 2005). In summary, all animals
possess two or more gene structures, but with the pre-
dominance of one. As the B-defensin-like genes of zebrafish
are organized in three exons and two introns (the first in
phase 1 and the second in phase 2; Zou et al., 2007), and the
ray finned fishes are the basis of the species tree (Shen
et al., 2011), we speculate that the ancestral gene had this
gene structure. After the speciation of mammals, the copies
with two exons duplicated, and sometime after the speci-
ation of the squamates and birds/turtles/crocodilians
group, intron insertions occurred in the B-defensin-like
genes, and this different arrangement duplicated more
than that with three exons. Only studies of -defensin-like
genes in other animals including turtles and crocodilians
and also amphibians and other fishes can further elucidate
gene evolution in vertebrates.
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Fig. 6. Gene and species reconciliation tree of B-defensin-like sequences and snake species trees using maximum parsimony topology. Mesquite v.2.7.5 software
was used to reconcile the gene (shown in Fig. 3) and the species trees. The species tree, in gray, is based on the topologies described in Castoe and Parkinson
(2006), Fenwick et al. (2009) and Wiister et al. (2002). The black line represents the gene tree, the light gray circles the gene duplications, and the black

crosses the gene extinctions.
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