ALEXANDRE PEREIRA

TOXICIDADE SELETIVA DA CROTAMINA DO VENENO DE
Crotalus durissus terrificus SOBRE AS CELULAS INDUTORAS DE
TUMORES.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgdo
Interunidades em Biotecnologia USP,  Instituto
Butantan IPT, para obtencdo do titulo de Doutor
em Biotecnologia. Area  de concentragio:
Biotecnologia

Sao Paulo
2011



ALEXANDRE PEREIRA

TOXICIDADE SELETIVA DA CROTAMINA DO VENENO DE
Crotalus durissus terrificus SOBRE AS CELULAS INDUTORAS DE
TUMORES.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacédo
Interunidades em Biotecnologia USP, Instituto
Butantane IPT, para obtencdo do titulo de Doutor
em Biotecnologia. Area de concentragio:
Biotecnologia

Orientadora: Dra. Irina Kerkis

Versao corrigida

Séao Paulo
2011



DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informagdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo

© reproducao total

Pereira, Alexandre.
Toxicidade seletiva da crotamina do veneno de Crotalus durissis
terrificus sobre as células indutoras de tumores / Alexandre Pereira. -
- Sao Paulo, 2011.

Orientador: Irina Kerkis.

Tese (Doutorado) — Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Programa de P6s-Graduacgéo Interunidades em
Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan. Area de concentrag&o:
Biotecnologia. Linha de pesquisa: Toxinologia Aplicada.

Versdao do titulo para o inglés: Cancer Cells selective toxicity of
crotamine, Crotalus durissis terrificus.

Descritores: 1. Citotoxinas 2. Venenos de origem animal 3.
Peptideo 4. Crotamina 5. Células B16-F10 6. Melanomas Murinos 1.
Kerkis, Irina Il. Universidade de S&o Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Programa de P6s-Graduacgéo Interunidades em
Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan |IIl. Titulo.

ICB/SBIB0114/2011




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Alexandre Pereira.

Titulo da Tese: Toxicidade seletiva da crotamina do veneno de Crotalus durissis
terrificus sobre as células indutoras de tumores.

Orientador(a): Irina Kerkis.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sessao

publicarealizada a ................. | Loviieiiiiinnn, , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): F TS = L (U] - U
NN (0] 1 T TP
1 ES 1] (1 o= T PRSPPI

Examinador(a): F ST | 0= 11U ] = ST PPPPPPPPPPPRRR
N[0 1 T TP
1013 £ (B[ T OO PPPPPPPPPPR

Examinador(a): F TS = LU ] > S
NN (0] 1 T TP
1 ES 1] (1 o= T PRSPPI

Examinador(a): F ST [ 0P 11U ] = ST PP PPPPPPPPPPPRR
N[0 1 T PP
1013 £ (B[ T OO PPPPPPPPPPR

Presidente: A S S N AU A et
N[0 1
INSTIEUIGAIO: ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e s s s a e



COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO BUTANTAN

SUTANTAN

Av. Vital Brazil, 1500, CEP 05503-900, Sao Paulo, SP, Brazil
Telefone: (55) (011) 3726-7222 ramal 2106 - Fax: (55) (011) 3726-1505

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em
experimentagdo n° 250/06, sobre o projeto intitulado “Estudo da
plasticidade de células ndo diferenciadas: células-tronco adultas e células
cancerigenas em modelo animal”, sob a responsabilidade de Irina Kerkis
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal

adotado pelo Colégio Brasileiro (COBEA) e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO
BUTANTAN (CEUAIB) em reunido de 08/08/2006.

Sao Pauki, 09 de agosto de 2006.

AY i

ra. Denise V. Tambmz%}
Presidente da CEUAIB

De acordo:

Dr. Otavi

Diretor do Instituto Bufantan



Ao meu pai (in memorian),

A minha mae,

A minha sogra (in memorian),
Aos meus filhos Victor e Hector,
Pelo estimulo que representam.

A Cida, pelo apoio na
concretizacao de
nossos ideais.



AGRADECIMENTOS

Gostariamos de registrar nosso respeito e agradecimento ao Programa de
Pos-Graduacdo em Interunidades, pela oportunidade que nos deu para o
desenvolvimento de nossa formacao cientifica e cultural.

Somos imensamente gratos a Dra. Maria Luiza Begak e ao Prof. Dr. Willy
Becak, por nos receber no Laboratério de Genética do Instituto Butantan, onde
fomos bem orientados em desenvolvimento de projetos com publicac¢des.

Somos igualmente gratos a Dra. Irina Kerkis e ao Prof. Dr. Alexandre
Kerkis, por nos orientar e proporcionar as condicbes necessarias de pesquisa
no Laboratério de Genética do Instituto Butantan, onde este trabalho foi
executado.

Durante o periodo em que trabalhamos no Programa de Pds-Graduacéao,
recebemos ensinamentos, compreensdo e amizade de muitos colegas do corpo
técnico cientifico e auxiliar de diversas divisdes deste Programa. Esta tese é
fruto deste ambiente amigo e cooperador no qual fui recebido. Somos
especialmente gratos atodo o corpo Docente e Discente desta Unidade.

Nado podemos deixar de exprimir nossos agradecimentos aos colegas
Zenaide, Mirtes, Angelina, Nelson, Bruna, Lislei, Daltom, Rodrigo, Dener,
Lisandro, Milena, Leandro, Alexandre do Laboratério de Genética.

Ao Paulo, Kleber, Ana Marisa, Durvanei, Ivo do Laboratério de
Bioquimica.

Ao Gustavo, Angélica, Felipe, Jansen, Fabio, Miguel, Raquel, Daniele,
Edison, Claudionor, Jéssica, Parada, Bete Vicente, Ana Clara Laboratério de
Microbiologia ICB.

Ao Prof. Dr. Willy Begak e Dra. Maria Luiza Begak por nos receber e orientar no
Laboratério de Genética.
Ao Dr. Alvaro por ter fornecido as imagens da estrutura da crotamina.

A Dra. Harumi, Dra. Irene e Dra Ana Moura por permitirem o uso de
equipamentos do Laboratério de Imunopatologia.

A Dra Toshie Kawano (in merorian) por permitir o uso do microscépio Confocal e
ao Alexandre pela aquisicdo e diagramacdo das imagens que ilustram este
trabalho.

Ao Laboratdério associado CAT- CEPID.

A Wilma, da Biblioteca IBu, que gentilmente nos forneceu referéncias
bibliogréficas.

Aos funcionarios da Biblioteca do ICB pela correcdo das referéncias

Bibliogréficas.



RESUMO

Pereira A. Toxicidade seletiva da crotamina do veneno de Crotalus durissis terrificus
sobre as células indutoras de tumores. [Tese (Doutorado S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2011)].

Crotamina é um peptideo de baixo peso molecular composto de 42 residuos de
aminoacidos. A presenca de nove residuos de lisina e trés pontes dissulfeto confere a
crotamina compatibilidade elevada, estabilidade, carga positiva liquida, apresentando
similaridade de estrutural com defensina, um peptideo antimicrobiano do epitélio
humano. Crotamina até 10,0 uM é indécua para células normais (e.g., fibroblastos
humanos e células-tronco embrionarias de murinos), mas letal para células
tumorigénicas CHO-K1. Neste estudo, demonstramos que 1 pg crotamina (0,2uM) foi
citotoxica para céluas B16-F10, Mia Paca-2 e SK-Mel-28 células in vitro, como se
provou pelos ensaios de MTT, coloracdo com Hoechst 33342 e lodeto de Propidio.
Adicionalmente, avaliamos o efeito citotoxico da crotamina sobre a invasdo do
melanoma cutadneo primario produzido pela implantacdo de células B16-F10 em
camundongos C57BL/6J. O efeito da crotamina em melanoma cutaneo foi estudado em
dois grupos de camundongos (tratados com crotamina e ndo tratados), sendo cada grupo
composto por 35 camundongos. Cada animal do grupo, tratado com crotamina, recebeu
diariamente 1,0 pg/100 pL de crotamina (2 pUM), enquanto aqueles ndo tratados
receberam apenas placebo. O tratamento com crotamina durou 21 dias. O atraso da
implantacdo do tumor e reducdo da mortalidade foi observado para o grupo tratado
comcrotamina quando comparados ao grupo controle ndo tratados. O peso médio do
tumor no grupo ndo tratado foi 4,60 g, enquanto nos tratados com crotamina foi de
apenas de 0,27 g, quando detectados. O calculo de sobrevida estimado de Kaplan Meier
indicou que o grupo tratado com crotamina apresentou diferencas significativas, nimero
de sobreviventes (n = 28/35), em comparagdo ao grupo néo tratado (n = 7/35). Os dados
de nossa pesquisa demonstram que a crotamina possui in vitro e in vivo uma atividade
citotoxica especifica e seletiva contra tipos de tumores de crescimento rapido e

agressivo.

Palavras-chave: Crotalus. Crotamina. Peptideo. Citotoxicidade. Melanoma Murino.
Células B16-F10. Peptideo Célula Penetrante (CPP).



ABSTRACT

Pereira A. Cancer Cells selective toxicity of crotamine, Crotalus durissis terrificus.
[Tese (Doutorado Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo; 2011)].

Crotamine is a low molecular weight peptide composed of 42 amino acid residues. The
presence of nine lysine residues and three disulfide bonds confers to crotamine high
compactness, stability, net positive charge, and overall structural similarity to B-
defensin 2, an antimicrobial peptide from the human epithelia. Crotamine, up to 10.0
uM, is innocuous to normal cells (e.g., human fibroblasts and murine embryonic stem
cells), but lethal for tumorigenic CHO-K1 cells. Herein, we demonstrated that 1 pug of
crotamine (0,2 uM) was cytotoxic for B16-F10, Mic PaCa-2 and SK-Mel-28 cells in
vitro, as proved by MTT assay, Hoechst 33342 and Propidium iodide staining.
Additionally, we evaluate the cytotoxic effect of crotamine on primary invasion of
cutaneous melanoma produced by injection of B16-F10 cells into C57BI/6J mice. The
effect of crotamine on cutaneous melanoma was studied on two groups of mice
(crotamine-treated and non-treated), each composed by 35 mice. Each animal in
crotamine-treated group received daily 1 pg/100 pL of crotamine (2 uM), while those
non-treated received placebo. Crotamine treatment lasted for 21 days. The delay of
tumor implantation and reduction of death was observed for crotamine-treated group
when compared to control non-treated group. Average weight of tumor in non-treated
group was 4.60 g, while in crotamine-treated, was only about 0.27g, if detectable. The
Kaplan Meier estimator indicated that crotamine-treated group present significant
survival number (n=28/35) in comparison with non-treated group (n=7/35). Data from
our research demonstrate that crotamine possesses in vitro and in vivo specific and

selective cytotoxic activity against aggressive and fast growing types of tumor.

Key-words: Crotalus. Crotamine. Peptide. Cytotoxic. Melanoma Murino. Cell B16-F10.
Cell Penetrating Peptide (CPP).
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1 INTRODUCAO

Os venenos de animais normalmente englobam numerosas familias de polipeptideos
biologicamente ativos, que divergem consideravelmente entre si, no que diz respeito a
sequéncias primarias, arquitetura estrutural, especificidade, toxicidade e alvo celular.
(Birrell et al., 2007; Estrada et al., 2007; Becker et al., 2008; Fry, 2005; Mackessy,
2009). As toxinas, por possuirem grande diversidade molecular, representam uma fonte
atraente de moléculas naturais de grande interesse para o desenvolvimento de novos
biofarmacos. Para melhor compreensdo da acdo farmacoldgica das toxinas, tem sido
feitas investigacGes sobre a composi¢cdo de um determinado veneno e 0 mecanismo de
acdo de um componente toxico individual, seja em seu receptor alvo, grupo de células,
tecidos ou organismo inteiro. (Fry, 2005; Ulrich H, et al., 2008). Além disso, 0
constante desenvolvimento nas metodologias utilizadas em biologia celular e molecular,
em termos de refinamento, qualidade e precisdo, tem oferecido oportunidades que
possibilitam descobrir novas e inesperadas atividades biol6gicas das toxinas e
biomoléculas derivadas das mesmas.

O presente projeto, neste contexto, centra-se na crotamina, uma miotoxina presente no
veneno da cascavel sul-americana Crotalus durissus terrificus, isolada e purificada ha
mais de 50 anos (Gongalves e Vieira 1951; Gongalves e Arantes, 1956). Desde entéo,
surgiram varios trabalhos sobre esse tema, que muito contribuiram para a compreensao
da crotamina frente suas propriedades estruturais, genéticas, moleculares e de seus
efeitos farmacoldgicos e terapéuticos. Neste estudo, iniciado em 2004, obtivemos dados
originais sobre as propriedades bioldgicas da crotamina e suas funcionalidades (Kerkis
et al., 2004; Oguiura et al., 2005; Nascimento et al., 2007; Radis-Baptista et al., 2008;
Hayashi et al., 2008).

1.1 Caracteristicas do género Crotalus

As serpentes do género Crotalus atingem aproximadamente um metro e vinte a um
metro e cinquenta centimetros, sendo identificadas com facilidade pela presenga de um
guizo terminal na cauda. Preferem as regifes secas e pedregosas, como campos e
cerrados, ndo sendo encontradas em florestas tropicais Umidas. No Brasil séo
encontradas seis subespécies que, mesmo distribuidas geograficamente em diferentes

regides e possuindo pequenas diferencas morfoldgicas, e, 0s acidentes apresentam a
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mesma sintomatologia e quadro clinico grave. Sendo descritas como: Crotalus durissus
terrificus, encontrada na regido do Rio Grande do Sul até Minas Gerais; Crotalus
durissus collineatus, natural da zona centro oeste compreendendo Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goiés, Norte do Estado de Séo Paulo e Minas Gerais; Crotalus durissus
cascavella tipica da Caatinga do Nordeste, sendo ainda encontrada no Maranhdo e
Minas Gerais; Crotalus durissus ruruima, aparece no norte do pais, nos campos abertos
do cerrado do Para e Amazonas; Crotalus durissus marajoensi natural da ilha de Marajo

e Crottalus durissus trigonicus habitando em Roraima (Auto; 2008).

Figura 1. Crotalus durissus terrificus FONTE: (Fotografia Giuseppe Puorto).

o

1.2 Venenos e suas fracdes

O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus € um concentrado complexo
incluindo proteinas biologicamente ativas, que em conjunto causam a morte ou lesbes
graves na presa ou individuo por ela picado (Dal Pai e Neto, 1994). Sua pegonha
extremamente ativa é neurotdxica, determinando sempre um quadro grave. Apesar de
totalizarem apenas 8% dos acidentes, sdo responsaveis por 70% dos 6bitos nos casos

ndo tratados e 11,8% nos casos devidamente assistidos no Hospital Vital Brasil.

Dados estatisticos recentes mostram que, entre 2000 e 2007, foram notificados 192.703
acidentes causados por serpentes dos quatro géneros de importancia em Saude Publica:
Bothrops (87%), Crotalus (9%),Lachesis (3%) e Micrurus (1%). Sendo 32.244 casos

em 2000, e aumentando a cada ano, chegando a 100.316 em 2007.
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No entanto, essas proporcOes variam de maneira importante de acordo com a regiao,
onde os acidentes laquéticos passam a representar quase 10% das notificacdes no Norte
do Brasil, os envenenamentos crotalicos sao responsaveis por 13% dos casos no Sudeste
e 12% no Nordeste e Centro-Oeste, enquanto no Sul quase 95% dos acidentes ofidicos

foram notificados como botrdpicos.

Foram notificados 799 o6bitos, indicando uma letalidade de 0,4%. Quando analisado por
tipo de acidente, os dbitos mostraram-se mais frequentes nos acidentes crotalicos
(1,1%), seguido do laquético (0,9%) e botropico (0,4%), ndo havendo notificacdes de

morte devido ao envenenamento elapidico (Cardoso et al., 2009).

O veneno crotélico exerce trés atividades com importancia clinica conhecida:
neurotoxica, com agdes central e periférica, causando paralisia flacida das musculaturas
esquelética e facial, paralisia do globo ocular e as vezes, paralisia dos musculos
respiratorios podendo ocasionar insuficiéncia respiratdria (Vital Brazil, 1972; Amaral et
al, 1991; Jorge e Ribeiro, 1990); coagulante, relacionada ao conjunto de fibrinogénio e
incoagulobilidade sanguinea (Amaral et al., 1988); miotdxica sistémica, causando
lesbes de fibras musculares esqueléticas, evidenciadas por dores musculares ou
rabdomiolise generalizadas, podendo ocasionar, como complicacdo secundaria,
insuficiéncia renal aguda (Amaral et al., 1986; Azevedo Marques, et al., 1985), além da
hemolitica in vitro (Rosenfeld et al., 1960-62; Kelen et al., 1960-62). O quadro clinico
causado pelo veneno crotélico, habitualmente tem manifestacGes locais discretas, como
dor e eritema. Nishioka et al., (2000) relataram o aparecimento de abcesso no local da
picada, porém esta complicacdo é rara. Os efeitos de maior importancia clinica e
gravidade sdo os sistémicos incluindo os neurotoxicos, miotoxicos, nefrotoxicos,
hepatotoxicos, além de alteracbes na coagulacdo sanguinea (Pinho e Pereira, 2001;
Floriano, 2008), e também pela elevacdo sérica da creatinofosfoquinase (CPK), da

desidrogenase latica (DLH) e da transaminase glutamico-oxalacética (GOT).

Quando o veneno de Crotalus € fracionado, em cromatografia de exclusdo molecular, se
encontram quatro fragcbes principais: a crotoxina, crotamina, giroxina e convulxina
(referéncias abaixo). Cerca de 50% da fragdo do veneno € um complexo constituido por
uma fracdo béasica e uma acida na propor¢do 1:1 denominadas crotoxinas A e B, sendo
que a fragdo crotoxina A nédo tem atividade fosfolipasica A2, e a fracdo crotoxina B com
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atividade fosfolipasica A2 (PLA;) Vital Brazil, 1972; Okamoto et al., 1983; Puig et al,
1995; Roodet et al., 1996).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Crotamina

Na natureza as serpentes Crotalus durissus terrificus podem ou ndo apresentar na
peconha a fracdo crotamina, sendo assim 0s venenos dos animais sdo classificados
como crotamina positiva e crotamina negativa. Um fator determinante deste fenémeno
¢ a distribuicdo geografica das serpentes. O primeiro relatério sobre a crotamina,
originalmente isolada do veneno de serpente cascavel sul-americana Crotalus durissus
terrificus, é da década de 50. (Gongalves e Vieira 1950; Gongalves e Arantes, 1956;
Habermann, 1957). A estrutura primaria da crotamina purificada foi determinada em
1975 por Laure. (Laure, 1975). Crotamina é um polipeptideo composto por 42
amino&cidos, rica em amino&cidos basicos, sendo nove lisinas e duas argininas, com
uma carga liquida positiva com Pl > 9,5. Seu peso molecular é de 4.889,81 Daltons.
Estruturalmente, a crotamina é estabilizada por seis cisteinas envolvidas em trés pontes
dissulfetos nas posicdes, Cys4-Cys36, Cysll Cys30 e Cysl18-Cys37. (Laure, 1975;
Nicastro et al., 2003; Fadel et al., 2005).

Figura 2. Modelo tridimensional da crotamina.

Crotamina

N-terminal

»/

C-terminal

Na figura € mostrada em branco a estrutura secundéria do esqueleto dos carbonos
alfa da cadeia polipeptidica da crotamina baseada no modelo de ressonancia nuclear
magnética da estrutura da crotamina (PDB # 1z99). Em vermelho é representada a
alfa hélice e em amarelo as folhas beta-pregueadas. Em verde sdo mostradas as
pontes dissulfeto entre as cisteinas indicadas de acordo com a posi¢do ocupada na
cadeia;: C4-C36; C30-C11 e C37-C18. O amino e o carboxi terminal estdo indicados
na figura. FONTE: Pereira (2011)
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A estrutura secundaria compreende uma pequena a-helix N-terminal (residuos 1-7) e
duas fitas - B antiparalelas conferindo uma topologia do tipo «f;B,. (Nicastro et al.,
2003; Fadel et al.,, 2005). A estrutura tridimencional da crotamina € similar a
apresentada por peptideos pertencentes a familia das p-defensinas, uma classe de
peptideos catidnicos ricos em lisina e arginina, apesar da baixa similaridade de
sequéncia priméria. (Nicastro et al., 2005). A crotamina apresenta uma grande area
positiva na superficie da molécula devido a carga positiva dos seus aminoacidos
basicos. A carga negativa se delimita a pequenas regides, figura 4 abaixo. Portanto,
crotamina é uma molécula muito compacta, com uma superficie liquida positiva e uma
alta capacidade de interacdo com carga negativa de diversas membranas de células. Nos
anos subsequentes, isoformas de crotamina e peptideos crotamina like foram isoladas e
caracterizadas a partir do veneno de diversas espécies de Crotalus. (Cameron e Tu,
1978; Bieber et al., 1987; Samejima et al., 1991; Nedelkov e Bieber et al., 1997;
Toyama et al., 2003; Ponce-Soto et al., 2010).
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Figura 3. A sequéncia de aminoacidos que compde a molécula de crotamina e comparada com
outras proteinas pertencentes a familia das miotoxinas.

C18 C37
c1 C30

|c4 cssl

MYC1_CRODLI23-65
MYC3_ CRODLI22-64
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MYXC_CRODIY1-42
MYXd_CRODLVEE1
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MYX2_CROV/1-43
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Alinhamento de peptideos basicos maduros das miotoxinas dos venenos de cascaveis:
MYC3_CRODU CRO3 mature peptide lle-19 Crotalus durissus terrificus sp|O73799|23-
64; MYC1l CRODU CRO1 mature peptide 1le-19 Crotalus durissus terrificus
sp|O57540|23-65aa; MYX_CRODR: Crotalus durissus ruruima Crotamine lle-19
sp|P63327|1-42aa; MYXC_CRODU: Crotalus durissus terrificus Crotamine sp|P01475|1-
42aa; MYC2_CRODU: Crotalus durissus terrificus CRO2 mature peptide
Sp|QIPWF3|23-65aa; MYX4 _CRODU:  Crotalus durissus terrificus Myotoxin-4
sp|P24334(9-51aa; MY X1_CROVV: Crotalus viridis viridis Myotoxin-a sp|P01476|1-
42;MYXC_CROVH: Crotalus viridis helleri Toxic peptide C sp|P01477|1-43;
MYX3_CROVV: Crotalus viridis viridis Myotoxin-3 sp|P63176|1-43aa;
MY X2_CROVV: Crotalus viridis viridis Myotoxin-4 sp|P63175|1-43; MY X1_CROVC:
Crotalus viridis concolor Myotoxin-1 sp|P12028|1-43aa; MY X_CROAD: Crotalus
adamanteus CAM-toxin sp|P24330|1-45; MY X2_CROVC: Crotalus viridis concolor
Myotoxin-2 sp|P12029|1-43; MY X3_CRODU: Crotalus durissus terrificus Myotoxin-3
P24333|23-64aa; MYX1 CRODU: Crotalus durissus terrificus  Myotoxin-1
sp|P24331[23-65aa; MYX2_CRODU: Crotalus durissus terrificus Myotoxin-2
sp|P24332|23-63aa; MY XC2_CRODM: Crotalus durissus cumanensis Crotamine-I1V-2
sp|P86193|1-42aa. Cada sequéncia esta indicada segundo o nimero de acesso ao banco de
dados de proteina UNIPROT. O alinhamento foi realizado no programa Jal View
utilizando-se o Clustal W. Os blocos de conservagdo foram evidenciados utilizando-se a
matriz de similaridade BLOSUM®62. FONTE: Waterhouse (2009)
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Figura 4. Potencial eletrostatico da superficie da crotamina.

Crotamine front Crotamine back

Crotamine Crotamine

Asp29
Arg31

Representacdo do potencial eletrostatico associado a superficie acessivel ao
solvente da crotamina com base no NMR modelo 'pdb 1z99'. A figura mostra em
azul o potencial eletrostatico positivo. Em vermelho o potencial negativo. Em
branco a superficie neutra, quando girada a 180°. FONTE: Siqueira (2002)
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2.2 Variacao geografica do veneno de cascaveis Crotalus durissus

Gongalves (1956) ja havia observado, através de analises eletroforéticas, a
variacdo da presenca de crotamina nas amostras individuais de venenos de
Crotalus durissus terrificus. As serpentes que produziram a crotamina
apresentaram uma grande variacdo na quantidade da mesma. Schenberg
(1959a; 1959b) mostrou que havia um padrdo geografico em Sao Paulo
guanto as populacdes de cascaveis crotamina positiva (produzem crotamina)

e crotamina negativa (ndo produzem crotamina) observando a paralisia dos
membros  posteriores de camundongos com venenos injetados
intraperitonealmente. Posteriormente, essas observagdes foram confirmadas
no que se refere aos estados de Minas Gerais (Bicalho et al., 1989), Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (Silveira et al., 1990), mas ndo ao estado de
Goias (Batista, 1996), Figura 5. Variacdo geografica semelhante foi
observada em outras espécies de cascaveis como Crotalus viridis viridis,

C. adamanteus, C. horridus, C. scutulatus scutulatus (Straight et al., 1991).
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Figura 5. Mapa de distribuicdo, das diferencas dos venenos de Crotalus

Mapa de distribuicdo, das diferencas dos venenos de Crotalus, crotamina positivo
( W ) e veneno crotamina negativo (g ), nas regides Sudoeste e Sudeste do Brasil.

FONTE: Oguiura (1998)
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2.3 O efeito farmacologico da crotamina

A crotamina, neurotoxina e miotoxina isolada da peconha de Crotalus durissus
terrificus, foi a primeira proteina estudada no Brasil sob o aspecto bioquimico e
farmacologico. O quadro clinico mais evidente e caracteristico, por ela induzido, € a
intensa paralisacdo dos membros posteriores, quando injetada por via i.v. (5u1g/25¢g) ou
i.p. (20 pg/25 @), induzindo também paralisia flacida dos membros posteriores em
aproximadamente 10 minutos quando injetada por via i.p. (20ug/25g), ou menos de 1
minuto quando injetada por via i.v. (5ug/25g). Varios farmacos, inclusive aqueles
descritos como antagonistas da crotamina em diafragma isolado de rato, ndo foram
eficientes em reverter seu efeito in vivo (Vieira etal., 2006).
Os primeiros relatos sobre as atividades farmacoldgicas da crotamina foram realizadas
no musculo de diafragma em ratos. Este estudo sugeriu que a crotamina age
influenciada por potassio extracelular sobre canais de sédio, controlando a
permeabilidade de sodio pelo sarcolema. A crotamina induz contratura do musculo
esquelético de gatos, ratos e camundongos, mas nao de aves Moussatche et al., 1956;
Gongcalves 1956; Cheymol, Bourrillet e Roch-Arveiller, 1966; Pellegrini Filho, Vital
Brazil e Laure, 1976. No diafragma isolado de rato, desencadeia uma contratura
imediata, seguida de contracGes espontaneas irregulares. Esse efeito é inibido por
tetrodontoxina, Ca**, Mg?* e K* (Cheymol et al, 1971; Brazil, 1971). Esses e outros
dados experimentais indicam que a célula muscular sdo as primeiras a responder a acdo
da crotamina no muasculo do organismo. O potencial de repouso da membrana é
sensivelmente reduzido pela crotamina e essa despolarizacdo é antagonizada por
tetrodotoxina ou por concentracdo reduzida de Na’, sugerindo que a crotamina pode
atuar no canal de sddio e agir na membrana de células musculares de mamiferos,
alterando a permeabilidade dos ions Na+ ou Ca+ aumentando o influxo desses ions
(Cheymol et al., 1971). O influxo de Na+ causa despolarizagdo da membrana e forte
contragdo muscular, induzindo leséo e necrose caracterizadas pela extensa vacuolizagédo

do reticulo sarcoplasmatico e ruptura dos filamentos de actina e miosina.

O grande fluxo de Na foi responsavel pela despolarizacdo e contragdo do
masculo esquelético, bem como pela vacuolizagdo do reticulo sarcoplasmatico, efeito
gue é tipico nas miotoxinas, peptideos basicos do veneno de serpente, (Chang et al.,
1978; Gutiérrez e Cerdas, 1984; Ownby et al., 1988). Em oposicao a essa visdo, Rizzi e
colaboradores, (Rizzi et al., 2007) demonstram atraves de estudos “Patch clamp” que a
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crotamina ndo atua em canal de sddio dependente de voltagem (Na(v)), porém exerce
sua acdo farmacologica preferencialmente provocando espasmos rédpidos do tipo
muscular, sugerindo que os canais de s6dio ndo sdo o principal alvo da crotamina ou
que 0s mesmos nao estdo envolvidos na sua acdo. Esta contradi¢do sobre o mecanismo
molecular de acdo farmacoldgica da crotamina continua sendo uma questdo em aberto.
No entanto, Yount e colaboradores publicaram recentemente um trabalho em que
realizaram estudos de modelagem, comparando interagdo da crotamina e - defensina-2
humana (hBD-2, human p-defensin 2), com canais de potassio dependentes de
voltagem (Kv) em procariotas e eucariotas. Eles concluiram que a crotamina obstrui 0s
canais Kv em células eucaridticas, mas ndo procarioticas (Yount et al., 2009). hBD-2 foi
escolhida por ser um peptideo antimicrobiano que se encontra nas células epiteliais e
que compartilha com a crotamina emparelhamento de cisteina e topologia estrutural
semelhante. Como a crotamina e hBD-2 tem um motivo principal estrutural
denominado y-core ancestral encontrado em varios peptideos que possuem atividade da
defesa priméria do hospedeiro. (Yeaman et al., 2007).

Figura 6. Camundongo paralisado por crotamina.

\‘_.

Efeito paralisante induzido por 5 pg de crotamina por via intraperitoneal em
camundongos de 18 g, efeito observado 15 minutos apds a inoculagdo da pegonha.
FONTE: Vieira (2006)

2.4 A crotamina é um peptideo célula penetrante (CPP)

Peptideos que mostram a capacidade de se translocar em membranas celulares e entrar
nas células sdo chamados peptideos célula penetrantes (Cell penetrating peptides -
CPPs). Eles também sdo muitas vezes referidos como dominios de transducdo de
proteinas (DPT), peptideos Troia ou sequéncias de translocacdo de membrana (STM).
(Jarver e Langel, 2006). Os CPPs variam em relagdo ao tamanho da sequéncia de

aminoacidos e da carga de superficie, que geralmente incluem sequéncias curtas e
catibnicas ou anfipéticas, ricas em residuos de aminoacidos basicos, tais como a

arginina e lisina. Na maioria dos casos CPPs contém um dominio de translocacdo de
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membrana, e/ou uma sequéncia de compartimentalizagdo celular ou ambos. (Futaki,
2006; Joliot e Prochiantz, 2004; Kerkis et al., 2006). Estas caracteristicas estruturais
permitem aos CPPs translocarem-se rapidamente através da membrana celular
localizando-se em organelas especificas e/ou nucleo, (Jarver e Langel, 2006; Pouton et
al., 2007; Foged e Nielsen, 2008). Devido a estas propriedades, que incluem a entrega
intracelular de compostos bioativos, tem sido descritas varias utilidades quanto ao seu
uso, tais como: farmacos, biomoléculas ativas, &cidos nucléicos DNA e RNA de
interferéncia, peptideos e proteinas, nanoparticulas e os fluoroforos, utilizados para
captacdo de imagens, os quais demonstram a localizacdo dos CPPs no interior das
células quando analizados através de Microscopia Confocal, (Kabouridis, 2003; Mée e
Langel, 2006; Mae e Langel, 2006; Mé&e e Langel, 2008; Futaki, 2008; Stewart et al.,
2008). Consequentemente, as tecnologias que utilizam CPPs estdo sendo testadas como
transportadoras de vacinas terapéuticas antivirais e antitumorais, bem como de outras
drogas, para dentro das células, sendo também utilisadas em estudos dos mecanismos
epigenéticos de diferentes doencas, (Stewart KM et al., 2008; Patel et al., 2007; Irvine
et al., 2000; Harada et al., 2006; Brooks et al., 2010; Ford et al., 2000). Exemplos de

alguns CPPs mais estudados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Peptideos célula penetrantes usados para entregas de materiais

Nome Sequéncia

Antp ROQIKIWFQNRRMKWKK

Tat YGRKKRRQRRR

VP22 DAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVE

Re) RRRRRRRR

Crotamina YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG

Fragmentos YKQCHKKGGKKGSG; YKQCHKKGGXKKGSG
Crotamina

Antp: Homeodominio de antenas de Drosophila. TAT: Fator de ativacdo de transcrigdo do virus
HIV; VP22: Proteina do virus Herpes simples tipo |. Rg): Octa-arginina. Sequéncias sintéticas
derivadas de Crotamina: peptideos curtos de 14 ou 15 aminoacidos compostos por ambas as
extremidades N- e C-terminal da crotamina. A posi¢do denotada por "X" em um dos fragmentos
corresponde ao &cido 6-aminohexanoico. FONTE Kerkis (2010)

Os primeiros CPPs foram isolados a partir de sequéncias de dois fatores de

transcri¢cdo, um do ativador da transcri¢do de proteina de acéo trans do virus HIV-1 (Tat
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— “trans-acting transcriptional activator) e o outro do homeodominio Antennapedia
(ANTP) da mosca de fruta Drosophila (Frank et al e Pabo, 1988; Joliot et al., 1991). Os
fragmentos mais curtos dos peptideos derivados de Tat (por exemplo, Tat 47-57 e Tat
48-60) e de ANTP (Antp 43-58, denominado "Penetrantin™) foram posteriormente
considerados suficientes em se translocarem através da membrana plasmatica no interior
da célula (Derossi et al., 1994; Vives et al., 1997; Joliot e Prochiantz, 2008; Nagahara
et al., 1998; Zhao e Weissleder, 2004; Elliott. e O'Hare, 1997; Phelan et al., 1998;
Dilber et al., 1999; Zorko e Langel, 2005; Kosuge et al., 2008; Chuah, et al., 2003;
Torchilin et al., 2001). Foi demonstrado que CPPs sdo capazes de mediar a translocagédo
de compostos de tamanhos variaveis atraves das membranas eucariéticas. Por exemplo,
a penetratina Penetrantin (Antp 43-58) foi capaz de transportar polipeptideos curtos
com até 100 aminoacidos para dentro das células (Joliot e Prochiantz, 2008). Ja o
polipeptideo estrutural do virus Herpes simplex tipo | (HSV-1), chamado VP22,
transloca polipeptideos maiores, tais como, enzimas [3-galactosidase, timidina quinase e
proteina p53 (Nagahara et al., 1998; Zhao e Weissleder, 2004; Elliott e O'Hare, 1997;
Phelan et al.,, 1998; Dilber et al., 1999). CPPs conhecidos, como octa-arginina
(RRRRRRRR) e PAM (KLALKLALKALKAALKLA), também tem sido eficientes na
translocacdo através da membrana celular (Zorko e Langel, 2005; Kosuge et al., 2008).
Portanto, em comparacdo com outras moléculas transportadoras ou sistemas de
transporte celular, os CPPs possuem caracteristicas mais atraentes, como a translocacéao
intracelular eficaz in vivo, localizacdo nuclear e flexibilidade de aplicacdo nos varios
tipos de células, cujas vantagens em relacdo aos outros CPPs sdo verificadas na entrega
de moléculas, sem restricdo ao tamanho da molécula que deve ser translocada, auséncia
de antigenicidade, imunogenicidade, desencadeamento da resposta inflamatoria e
toxicidade para a célula. A particula viral é portadora de um sistema de entrega de gene
comparavel em transductibilidade e eficiéncia ao CPP, bem como na sua distribui¢do
in vivo e compartimentalizagdo celular. Contudo, o0s sistemas virais apresentam
desvantagens pela seletividade na célula alvo, com a probabilidade de sua
transformacdo no genoma da célula hospedeira, tal como a integragdo em oncogene.
Além disso, vetores virais tem capacidade de induzir indesejavel resposta imunoldgica
(Chuah, et al., 2003).

N0sso grupo mostrou que a crotamina possui propriedades intrinsecas funcionais

que caracterizam um CPP, ou seja, penetracdo intracelular eficaz, localiza¢do nuclear e
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flexibilidade de aplicacdo nos varios tipos de células, etc. Além disso, possui
propriedades adicionais, tais como, eficiéncia e seletividade em penetrar nas células em
proliferacéo ativa, interacdo dentro de células com estruturas celulares, compartimentos
vesiculares, subnucleares, centriolos e cromossomos (Kerkis et al., 2004; Nascimento et
al., 2007).

Estudos em microscopia confocal, sobre a distribuicdo da crotamina conjugada
com um composto fluorescente, permitiram descobrir que esse peptideo € capaz de
penetrar nas células cinco minutos ap6s sua adicdo ao meio de cultura com fibroblastos
primarios, linfoblastos humanos e células-tronco embrionarias (Kerkis et al., 2004). No
mesmo trabalho demonstramos que in vivo, apds a administracdo intraperitoneal em
camundongos, a crotamina foi encontrada em células do liquido peritoneal e na medula
6ssea, demonstrando preferéncia pela localizacdo perinuclear e nuclear. Na divisao
celular, na fase de mitose, a crotamina interage com o DNA dos cromossomos
metafasicos. Esta interacdo produz coloracédo diferencial de bandas cromossémicas, que
é diferente da banda-G (banda de coloracdo Giemsa) ou qualquer outro cromossomo
padrdo convencional de bandas. Kerkis et al. 2004, demonstraram que a crotamina
interage com cromossomos entre as fases S/G2 e G2/M do ciclo celular. (Kerkis et al.,
2004; Kerkis et al., 2006). Mais recentemente, pudemos definir com precisdao o
momento da penetracdo da crotamina no ndcleo. Conforme mostrado na Figura 7,
inicialmente, durante a fase G1 do ciclo celular, a crotamina esta dispersa no
citoplasma. No citoplasma, a crotamina esta associada aos centriolos. Na fase S, quando
a duplicacdo dos centriolos ocorre, a crotamina tem sua localizacdo limitada na regido
perinuclear. Na fase M, a crotamina conjugada com composto fluorescente, pode ser
visualizada através da sua interacdo com centriolos que se duplicam e separam neste
momento. Na fase inicial da profase, podemos observar sinal fluorescente intenso da
crotamina nos cromossomos. Nesta fase, a separacdo de cromossomos também pode ser
seguida por crotamina fluorescente que acompanha a progressao da mitose. Durante a
citocinese a localizagdo da crotamina esta restrita ao citoplasma. Este achado permitiu
qualificar a crotamina como um marcador dos centriolos e, consequentemente, como
um marcador especifico do ciclo celular. (Kerkis et al., 2004; Hayashi et al., 2008;
Kerkis et al., 2006). Apds 16-24 horas a crotamina ndo foi mais detectada nas células,
sendo nesse ponto provavelmente degradada e/ou exocitada pelas mesmas. Estes

resultados indicam o potencial da crotamina como marcador das células tumorais, uma
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vez que estas células apresentam frequentemente numero anormal de centriolos e

Cromaossomos.

Figura 7. Podemos observar a progressdo da crotamina conjugada com Cy-3,no ciclo
celular, usando-se sinais fluorescentes. Analisadas em microscopia confocal.

Crotamina localiza-se fora do ntcleo e interage com centriolos

Sintese de DNA
Duplicagdo dos cromossomos

Estagios iniciais profase

Citocineses

Crotamina deixa niicleo
apoés a divisao celular

Telofase

Anafase Crotamina comega

entrar no nucleo

Crotamina interage com
Cromossomos
durante a separagao

Crotamina interage com cromossomos duplicados e centriolos

A crotamina fluorescente translocada por endocitose, em células embrionarias de
camundongo, durante a fase G1, apresenta uma localizacdo dispersa no citoplasma e
interage com centriolos. Na fase-S a crotamina apresenta-se num local restrito
perinuclear. Quando uma célula entra em mitose, a separacéo dos centriolos torna-se
evidente (préfase) com a crotamina aparecendo no nicleo. A crotamina se localiza
em torno dos cromossomos, e € mais evidente na metafase, quando 0s cromossomos
estdo condensados. Durante a anafase e tel6fase, 0s cromossomos e a separagdo dos
centriolos sdo marcados com crotamina Cy3. Durante a citocinese a localizacdo da
crotamina é restrita no citoplasma. Os centriolos estdo marcados com circulos
vermelhos. FONTE: Kerkis (2010)
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2.5 Mecanismo de penetracgéo celular da crotamina

Demonstramos que 0 mecanismo de translocagdo da crotamina é semelhante aos
apresentados por alguns outros CPPs (Nascimento et al., 2007). Além disso,
demonstramos também que a crotamina possui caracteristicas biologicas proprias
qguando comparada com outras CPPs, as quais sdo, a seletividade e especificidade por
células proliferativamente ativas e a interacdo de centriolos, em determinadas fases do
ciclo celular, com proteinas negativamente carregadas. 1sso nos levou a hipétese de que
a crotamina pode possuir uma acao citotoxica especifica contra células tumorais, mas
ndo contra células normais. A investigacdo da translocacdo e internalizacdo através da
membrana celular da maioria dos CPPs estudados, como o HIV-1 Tat, ANTP e VP22,
indicou que o mecanismo celular de absorcdo desses peptideos foi independente de
energia, receptores de membrana e transportadores (Kerkis at al., 2006). Estes primeiros
estudos sugeriram que a endocitose ndo esta envolvida no processo de penetracdo
(Derossi et al., 1994;Vives et al., 1997; Elliott. e O'Hare, 1997; Torchilin et al.,
2001;Martin et al., 2002; Suzuki et al., 2002). No entanto, outros estudos tem
demonstrado o envolvimento da endocitose em fase fluida como o principal mecanismo
de translocacdo de CPPs (Drin et al., 2003; Richard et al., 2003), como foi demonstrado
para TAT-CPP e dominios de transducdo de algumas outras CPPs (Gump e Dowdy,
2007). A andlise da literatura mostrou que a penetracdo dos CPPs nas células nédo
obedece a nenhum mecanismo comum. Consequentemente os CPPs podem entrar nas
células por caminhos distintos, dependendo das propriedades biofisicas, bioquimicas e a
carga da molécula de cada um dos CPPs. (Fischer et al., 2002; Raagel et al., 2010;
Yesylevskyy et al., 2009).

O heparan sulfato (HS) é uma molécula da familia de glucosaminoglicanas
(GAG) conhecida por ser amplamente difundida sobre a superficie das células de
origem animal (Kosuge., 2008; Ziegler et al., 2003; Pujals et al., 2006; Console et al.,
2003; Poon et al., 2007). Em varios casos, a ligacdo inicial de CPP com a célula ocorre
através de proteoglicanos de heparan sulfato (PGHS), seguida por endocitose ou
macropinocitose. A interagdo idnica que ocorre entre os residuos de arginina de CPP
(positivamente carregada) e PGHS da membrana plasmatica (de carga negativa) permite
que seja estabelecido um contato eletrostatico entre os peptideos e a superficie de célula
(Ziegler 2003). A crotamina conjugada com fluorocromo foi visualizada na superficie

celular de células CHO-K1 ricas em GAG. O uso de anticorpos anti-PGHS confirmou
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esse resultado. No entanto, as células mutantes que eram deficientes em GAGs (CHO-
745) ndo demostraram a ligacdo de crotamina com a membrana celular destas células
deficientes. A analise desses dados, juntamente com os obtidos por outros ensaios de
competicdo e inibicdo, tais como ensaios com heparinase, confirmaram
convincentemente a interacdo da crotamina com os HSPGs na superficie da membrana
celular (Nascimento FD et al., 2007; Kerkis et al., 2010) (Figura 9).

Figura 8. Mecanismo de penetracdo da crotamina em células por endocitose ou
macropinocitose.

Espaco extracelular

Membrana celular
Espaco intracelular

— Crotamina
— Proteoglicam sulfato heparai
Clatrina

Uma vez que a crotamina entra em contato com a matriz extracelular, podem
ocorrer: (1) A crotamina tendo carga positiva pode interagir na superficie da
membrana com as cadeias de cargas negativas dos proteoglicans heparam sulfato
(HSPG); (2) Formando um complexo de crotamina com HSPG que séo
endocitados em vesiculas e transportados para a célula com a ajuda de clatrina; (3)
Essas vesiculas se fundem com os endossomos/lisossomos; (4) A crotamina se
acumula dentro do lisossomo até ser liberada para o citosol (ainda ndo é conhecido
se 0 contetdo dos lisossomos é lancado pela ruptura da membrana lisossomal, ou
por formacdo de poros, ou outros mecanismos). Deste ponto, ndo esta claro se a
crotamina permanece ligada ao heparam sulfato. Uma vez a crotamina presente no
citoplasma, ela interage com os centriolos (5) e vai para o nucleo (6) interagindo
com os cromossomas FONTE: Kerkis, (2010)

A utilizacdo de inibidores farmacoldgicos e de baixa temperatura confirmou que
a internalizacdo da crotamina também depende de endocitose. A crotamina entra nas
células através da via endocitica, portanto com o uso de cloroquina a sua penetracéo foi
reduzida em 92,3%, (Nascimento et al., 2007; SorkineVVon Zastrow et al., 2002). Mais
especificamente, foi demonstrado que a crotamina, usa a via clatrina-dependente da
absorcéo celular, uma vez que a clorpromazina (um inibidor da endocitose mediada por
clatrina) inibiu a penetracao de crotamina em 65%. Também foi mostrado que a inibi¢éo

de “jangadas lipidicas” (lipid rafts - dominios ricos em colesterol, esfingolipideos e
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aglomerados de proteinas da membrana) endocitose e macropinocitose ndo interferiram
na internalizacdo da crotamina pelas células. A temperatura baixa (4°C) afetou a
absorcéo da crotamina na superfice celular, uma vez que a eficiéncia de penetracdo de

crotamina no interior das células foi drasticamente reduzida (Nascimento et al., 2007).

Utilizacdo de um marcador de vesiculas acidas (Lyso Tracker RedDND 99 Invitrogen) e
crotamina marcada com fluorocromo demonstrou que a mesma foi acumulada em
vesiculas lisossdmicas colocalizando-se com transferrina, um ligante especifico de
endocitose mediada por clatrina. A crotamina se acumulou em endossomos, vesiculas
lisossémicas, e a medida que estes compartimentos foram rompidos a mesma foi
liberada no citosol promovendo a distribuicdo de crotamina em compartimentos
citoplasmaticos. Como a proxima etapa crotamina entra no interior do nucleo (Kerkis et
al., 2004; Nascimento et al., 2007). (Figura 7,8). Curiosamente, esta via endossomal,
pela qual a crotamina entra no citoplasma da célula, é outra caracteristica relevante
desse peptideo natural, uma vez que esta via tem sido explorada para a efetiva entrega

de medicamentos (Lundberg P et al., 2007).
2.6 Distribuicio da crotamina e seus derivados nos compartimentos celulares

CPPs penetram no nucleo devido as sequéncias de localizagdo nuclear (SLNs),
que sdo grupos de arranjo de sequéncias de aminoécidos basicos, por exemplo:
KKKRK, como em Tat: YGRKKRRQRRR, ANTP: RQIKIWFQNRRMKWKK, octo-
arginina e outros peptideos similares. A crotamina apresenta duas supostas sequéncias
sintéticas de aminoacidos SLN, compostas por aminoacidos nas posic¢oes (1-9) - (38-42)
(YKQCHKKGGKKGSG) e (1-9) —Ahx- (38-42) (YKQCHKKGGXKKGSG), que podem
ser individuais ou sinergicamente responsaveis por sua atividade de penetracdo nuclear,
isto é, os dois juntos podem constituir um dominio bipartido de penetracdo nuclear
(Kerkis et al., 2004; Radis-Baptista et al., 2008).

Visando a producdo de pequenas moléculas com atividades bioldgicas da
crotamina, através da identificacdo das sequéncias minimas essenciais para sua
penetracdo, Radis-Baptista e colaboradores (Radis-Baptista et al., 2008) sintetizaram
peptideos mais curtos derivados da crotamina. Ao utilizar essa estratégia “minimalista”,
foram sintetizados os peptideos de 14-15 aminoacidos (isto €, um terco do tamanho da
crotamina original) ricos em lisina e glicina. (Tabela 1). Os estudos, utilizando

diferentes culturas celulares, demonstraram que estes pequenos peptideos podem imitar,
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em varios aspectos, a mesma atividade intrinseca da molécula de crotamina nédo

minimizada (Radis-Baptista et al., 2008).

2.7 Crotamina como agente de transfeccgao.

Demonstramos que a crotamina pode facilmente formar um complexo com DNA
misturando moléculas de crotamina com, por exemplo, um plasmideo contendo um
gene reporter (pEGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein -EGFP) em uma
determinada concentracdo de solucdo salina. A formacéo de complexo ocorre através de
interacdo eletrostatica entre DNA e crotamina. Para o ensaio com a transfecgdo do
plamideo pEGFP, o complexo entre 0 DNA e a crotamina foi colocado e incubado nos
diferentes tipos de células. A microscopia confocal revelou um forte sinal de
fluorescéncia verde nas células, sugerindo a alta eficiéncia de transfeccdo, a qual variou

de acordo com o tipo celular utilizado, de 30% a 90% (Nascimento et al., 2007).

A crotamina foi ainda mais eficiente na entrega de genes para as células in vivo.
A injecdo intraperitoneal em camundongos C57BL/J6 com complexos
crotamina/plasmideo pEGFP revelou que 10 a 20% das células da medula 6ssea (MO),
foram transfectadas in vivo e emitiam sinal de fluorescéncia verde forte em microscopia
confocal. Mesmo em tecidos cerebrais foram detectados sinais de fluorescéncia, o que
significa que os complexos de crotamina-pEGFP foram capazes de atravessar a barreira
hemato-encefalica (Nascimento et al., 2007; Hayashi et al., 2008). A capacidade de
atravessar a barreira hemato-encefalica pode ser explorada de forma distinta para a

entrega de drogas, mediada por crotamina, ao sistema nervoso central (SNC).
2.8 Crotamina é um peptideo estabilizado com atividade antimicrobiana.

Polipeptideos catibnicos antimicrobianos (cationic antimicrobial peptides-
CAPs) sdo compostos por cisteinas, as quais conferem estabilidade ao peptideo
formando pontes disulfeto, assim conhecidos como componentes da imunidade inata,
atuando na primeira linha de defesa do hospedeiro contra microorganismos invasores.
CAPs sdo isolados de espécies altamente divergentes, tais como, invertebrados, plantas
e animais, representando grupos de moléculas antigas do sistema imunoldgico (Zasloff,
2002). Peptideos antimicrobianos foram classificados em familias distintas com base em

sua sequéncia de aminoacidos e a estrutura secundaria, (CAP helicoidal e linear).
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Assim, Rhesus-defensina (RTDs) € um peptideo linear ciclico, ou interligado por uma,
duas, trés, ou mais pontes dissulfeto internas, comumentemente encontrado na natureza.
Defensinas de mamiferos constituem o grupo dos CAPs (peptideos catibnicos
antimicrobianos, também conhecidos como peptideos antimicrobianos — PAMS), cujos
membros sdo estruturados por trés pontes dissulfeto (Réadis-Baptista et al., 2008). O
grupo das B-defensinas é um dos mais estudados e abrange os peptideos, que sao
encontrados em tecidos epiteliais e mieldides (Lehrer e Ganz 2004; Ganz, 2003;
Ouellette, 2004; Yount e Yeaman, 2004).

A maioria das familias de serpentes contem fracGes de toxinas com trés, quatro
ou cinco pontes dissulfeto, que conferem a cada polipeptideo alta estabilidade e rigidez
estrutural, propriedades que sdo necesséarias para proteinas destinadas a serem
segregadas ao veneno. A B-defensina é um desses peptideos cisteina estabilizados
presente em tecidos de diversos organismos, que inclui anémonas do mar, cobras,
ornitorrincos e seres humanos. Membros desta familia de peptideos cisteina
estabilizados demonstraram atividades multifuncionais farmacologicas e implicacfes de
seu uso como agentes terapéuticos. (Torres e Kuchel, 2004; Taylor et al., 2008;
Mancinet al., 1998).
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OBJETIVO GERAL DO PROJETO

O objetivo do presente projeto visa estudar a capacidade da translocacdo de crotamina,
que é um peptideo catidnico de baixo peso molecular, para interior dos diferentes tipos
celulares tumorais humanos, murino e de camundongos normais. Estudar a acdo de
crotamina in vivo na progressao do desenvolvimento dos tumores de melanoma murino
subcutaneo em modelo de camundongo. Tais objetivos s&o justificados pela

versatilidade bioldgica da crotamina demonstrada pelo nosso grupo nos Gltimos anos.
Objetivos especificos

- Estudar in vitro a acdo citotdxica da crotamina sobre células cancerigenas quando

comparadas com células normais utilizando ensaios de viabilidade celular.

- Realizar o estudo comparativo de penetracdo e de localizacdo intracelular deste

peptideo em células tumorais e normais humanas e de camundongo in vitro.

- Realisar o estudo in vivo de penetracdo e de localizacdo intracelular deste peptideo em
células tumorais (linhagem B16-F10 de melanoma murino) implantadas

subcutaneomente em camundongos e em células normais deste animal.

- Avaliar o efeito citotoxico da crotamina no desenvolvimento dos melanomas in vivo
apos sua aplicacdo diaria por 21 dias, com a dose escolhida baseado na Prova de

Toxicidade Especifica realizada em camundongos.

- Avaliar a acdo toxica prolongada da crotamina nos animais tratados em comparacao
com os ndo tratados, através de hemograma, producédo de anticorpos contra a crotamina

e analises histopatoldgicas dos rins e figado.

- Avaliar o efeito pds tratamento da crotamina in vivo (formacdo de novo de tumores),

20 dias ap6s o encerramento do tratamento.



Figura 9. Fluxograma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Purificacédo da crotamina

O veneno foi obtido das serpentes Crotalus durissus terrificus mantidas no serpentario
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo — Brasil.
Uma fracdo de crotamina foi obtida ap6s a secagem sob vacuo de 600 mg de veneno
total dissolvido em 5 mL de tampdo 0,25 M formato de aménio (pH 3,5), e a crotoxina,
que constitui o maior componente do veneno, foi precipitada através da adi¢édo lenta de
20 mL de agua gelada e centrifugacdo. O tampdo Tris-base 1M foi adicionado gota a
gota ao sobrenadante, até atingir ph 8,8. Esta solucdo foi aplicada numa coluna de CM-
Sepharose FF (1,5 x 4,5 cm; Amersham-Pharmacia) que foi equilibrada com o tampé&o
0,04 M Tris-HCI, pH 8,8 contendo 0,064 M NaCl. Apés lavar a coluna com 100 mL do
mesmo tampdo, a fracdo crotamina foi coletada através de elevacgdo da concentracéo de
NaCl para 0,64 M. A fracdo coletada foi dialisada usando membrana benzoilatada
(benzoylated membrane) com um corte molecular de 3.000 (cutoff de MW 3.000), e
liofilizada. Quando a crotamina foi purificada utilizando este método, a analise de
aminoacidos apds hidrolise acida da amostra (4N MeSOsH em 0,1% triptamina; 24h a
115 °C) apresentou um rendimento de 72 mg com a pureza maior que 98%, aliquotadas

e armazenadas a -20 °C (Kerkis et al., 2004).

3.2 Cultura de células.

As células cancerigenas de melanoma murino, B16-F10 (ATCC CRL-6475), SK-Mel-
28 células de melanoma humano (ATCC HTB-72) e Mia Paca-2 (ATCC CRL-1420)
adenocarcinoma primario de pancreas humano foram obtidas do American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA) e cultivadas em RPMI (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, E.U.A), suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS, LGC,
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) sem antibi6ticos. O meio de cultura foi trocado a
cada trés dias. As culturas de células foram mantidas a 37 °C em atmosfera imida com
5% de CO,. Uma linhagem das células 3T3 imortalizadas (fibroblastos embrionarios de
camundongo) e que, ao contrario de quase todas as linhagens de células
imortalizadas,nd0  gera  tumores quando injetada em  camundongos.

(http://www.bioinfo.org.cn/book/Great%20Experments/great22.htm) foi utilizada como
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0 controle para as celulas cancerigenas neste trabalho.
3.3 Ensaio de viabilidade celular - Ensaio de MTT

As células foram plagueadas em triplicata, em pocos individuais, em uma placas de 96
pocos (Nunc, Rochester, NY), na concentracdo aproximada de 3x 10* células/poco e
incubadas a 37 °C com 5% de CO,, até atingirem 75% de confluéncia. A crotamina, nas
concentracdes de 1 pg/mL e 5 pg/mL, correspondendo a 0.2 pM e 1 pM, foi
adicionada, e as células foram incubadas por mais 3 e 24 horas, ap0s esse periodo o
meio foi descartado e meio novo foi adicionado. Posteriormente, 10uL de MTT (3-
(4,5-dimethylazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide),  (Sigma,  Steinheim,
Alemanha) na concentragdo de 5 mg/mL em solugdo salina tamponada com fosfato
(Phosphate Buffer Saline-PBS) foram adicionados e a mistura foi incubada por mais 4
horas a 37 °C, 5% de CO,. Por fim, foi adicionado solvente para MTT (150 pl) em
conformidade com as instrugdes do fabricante Sigma. Medidas Opticas foram realizadas
em 540 nm utilizando um leitor Thermo Scientific Multiskan EX, (Waltham, MA,
E.U.A.). Os valores representam a média e desvios padrdes. A significancia entre os
resultados obtidos nos grupos controle, quando comparado com o grupo tratado, foi
determinada pelo teste t de Student. Para tal foi utilizado o Software GraphPad Prism
5.0.

3.4 Ensaio de viabilidade celular — Hoechst 33342 e lodeto de Propideo

As laminulas de vidro foram colocadas em cada poco de uma placas de cultura com 6
pocos e a células foram plaqueadas em cima destas laminulas em uma concentracédo de
10° células/ mL), e incubadas por 16 horas a 37 °C, 5% de CO,. O meio de cultura foi
trocado, e apds uma hora, 1 e 5 pg/mL de crotamina foram adicionados em cada poco e
células foram incubadas por 3 e 24 horas a 37°C, 5% de CO,. No dia seguinte, 0 meio
foi removido, e 1 mL de meio de cultura fresco contendo 10 mg/mL Hoechst 33342 (H)
e 1 mg/mL de iodeto de propidio (PI), Vector Laboratories, Burlingame, CA, E.U.A))
foi adicionado por 20 min. a 37 °C, 5% de CO,. Em seguida, laminulas com as células
foram lavadas com PBS e fixadas com 2% de paraformaldeido em PBS por 30

minutos. As células foram lavadas duas vezes com PBS e, finalmente lavadas em agua
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destilada. Ap6s o que, as laminulas, foram montadas em cima das laminas de
microscopia com Vectashield (solucdo de montagem, Vector Laboratories). Foi
realizada analise por microscopia de fluorescéncia usando um microscopio Eclipse
Nikon E1000 (Nikon, Kanagawa, Japdo), as imagens digitais foram obtidas com uma
camera modelo CCD (Applied Imaging modelo ER n° 339, Santa Clara, CA, E.U.A) e
o0 sistema de documentagdo utilizado foi Cytovision v.2.8 (Imaging Corp Aplicada).

3.5 Analise de fragmentacéao de acidos nucléicos

3.6 Extragéo de acidos nucléicos

Células B16-F10 na concentracdo de (10°/mL) foram semeadas em placas de cultura
com 6 pogos, e incubadas por 16 horas a 37 °C com 5% de CO,. No dia seguinte, o
meio foi trocado e, ap6s uma hora de incubacao em meio fresco, foi adicionado 2, 5, 10,
15 e 20 g de crotamina correspondendo ao intervalo de 0,1 a 10 uM em triplicatas. As
células foram entdo incubadas por 24 horas, a 37 °C e 5% de CO,. Posteriormente, 0
isolamento e o processo de purificacdo de acidos nucléicos (DNA gendmico e RNA
total) foram realizados, aliquotas de 250 pl de cada amostra foram adicionadas a 750 pl
de trizol-LS (Invitrogen). A extracdo total do RNA/DNA seguiu as instrucbes da

Invitrogen.
3.7 Anélise de DNA gendmico

A analise do DNA genbémico foi verificada por eletroforese em gel de agarose de 0,8% e
2%, de forma a verificar a integridade do DNA de alto peso molecular. Posteriormente,
1 uL de DNA gendmico foi amplificado por PCR convencional utilizando-se primers de
oligonucleotideos previamente descritos na literatura para gene constitutivo ribossomal
16S. O produto da amplificacdo foi analizado por eletroforese em gel de agarose a 2%
com 0,25% de Brometo de Etidio.

3.8 Sintese de cDNA por RT-PCR a partir do RNA total

O RNA total extraido e o precipitado foram diluidos em 50 pl de agua livre de
nucleases (Ultra Pure, Gibco-BRL) contendo inibidores de RNAse (RNA guard-
Applied Biosystems) em uma concentracdo final de 1 unidade/ul. O RNA total foi
imediatamente amplificado por transcricdo reversa (RT-PCR) ou armazenado a —70 °C,
para sintese de primeira fita de cDNA.
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As RT-PCRs, foram realizadas com kit comercial High-Capacity cDNA Archive
(Applied Biosystems, Foster City, California, E.U.A.). RNA total (20 pL) de cada
amostra foi incubado por 10 minutos a temperatura de 25 °C na presenca de 50 pmoles
de primers aleatorios (random primers) e 50 mM Tris HCI (pH = 8,3), KCI 75 mM,
3 mM MgCl, 10 mM DTT, 25 U/ul multiscribe RT enzima, 1,5 mM de dNTP e em
40 uL de agua livre de RNase. A reacdo foi realizada durante 10 minutos a 25 °C,
seguida de 120 minutos incubacéo a 37 °C. O cDNA foi armazenado a -70 °C. A seguir,
para cada amostra, 3 pl de cDNA foram distribuidos em uma coluna da placa com
96 pocos contendo solucdo tampéo 1x PCR, 1,5 mM de MgCL,, 0,2 mM de cada dNTP,
25 pM de primers especificos para a subunidade de RNA 16S constitutivo como
descrito em literatura e agua UltraPure para 25 pl de volume final. A ciclagem térmica
foi 94 °C por 2 minutos para a amplificacdo e 5 minutos a 72 °C para a extencéo final
do fragmento amplificado. PBS estéril foi utilizado como controle negativo em cada
reacdo. Os produtos de amplificacdo do cDNA da subunidade ribossomal 16S foram

analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% corado por Brometo de Etidio.

3.9 Microscopia Confocal

Foi utilizado um “laser” de argonio fixado em 488 nm para FluoReporter™ FITC
(isotiocianato de fluoresceina) e em 494 nm para excitacdo para lodeto de Propideo
(PD). A luz emitida foi filtrada em um comprimento de 505 nm para FITC e 617 nm para
IP em filtro de passe longo em um microscopio de varredura por “laser” (LSM 510
META, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Secbes de imagens foram levadas

aproximadamente ao nivel médio de altura das células em estudo neste trabalho.
3. 10 Marcagéo covalente de crotamina com o corante fluorescente

A crotamina foi marcada usando o corante FluorolinkTM Cy3-reativa (GE Healthcare)
ou o FluoReporter™ FITC (isotiocianato de fluoresceina), kit de marcacéo de proteinas
(Molecular Probes, Life Technology Corporation, Carlsbad, CA, E.U.A.), segundo as
instrucdes dos respectivos fabricantes. Ap6s a marcacdo, 0 excesso de corante
fluorescente livre foi eliminado com um filtro de centrifugacdo 3 kDa (Centricon,
Amicon, Millipore Corp, Billerica, MA, E.U.A.). O rendimento da marcagdo foi
estimado por medidas de absorbancia em acordo com o protocolo do produtor e
confirmado por espectrometria de massa (TofSpec-E, Micromass, UK). Para verificar

se a Cy3-crotamina manteve a atividade bioldgica apds a mercagdo, uma dose sub-letal
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de 50 pg do conjugado (correspondente a 2,5 mg de toxina/Kg) foi injetada
intraperitonealmente em camundongos de 26 g. Crotamina Cy3 conjugada demonstrou
uma resposta tipica de paralisia das patas traseiras em camundongo, em menos de 15
minutos apds a injecdo, confirmando desta forma que a sua atividade toxica ndo se

alterou.

3.11 Translocagéo da crotamina marcada com Cy3

Células (10%/mL) foram semeadas em placas de cultura com seis pogos contendo
laminulas de vidro e incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% de CO,. O meio de cultura foi
trocado, e ap6s uma hora e 2,5 pg/mL de crotamina marcada com Cy3 ou crotamina nao
marcada, foram adicionadas de forma independente em cada poco, e incubadas por 24
horas a 37 °C, 5% de CO,. As laminulas com as células foram lavadas com PBS e
fixadas com 2% de paraformaldeido em PBS por 30 minutos, e novamente lavadas duas
vezes com PBS, e por fim lavadas com &gua deionizada. Em seguida, as laminulas,
foram colocadas em laminas de microscopia com Vectashield meio de montagem

(Vector Laboratories).

3.12 Translocac¢ao da crotamina revelada por imunocitoquimica

As laminulas com as células que receberam apenas crotamina foram permeabilizadas
com 0,2% de Triton X100, em PBS por 5 min. em banho de gelo, e bloqueadas com
PBS contendo 5% de BSA (Sigma), e ap6s 1 hora de incubacdo em temperatura
ambiente foram lavadas com PBS, e adicionado o anticorpo primario anticrotamina
diluido 1/100 em PBS 1% de BSA, como controle foi utilizado soro normal, e
incubadas por duas horas a temperatura ambiente e lavadas duas vezes com PBS 0,05 %
Tween 20. Os anticorpos secundarios marcados com Cy3(Santa Cruz, California,
U.S.A)) e Peroxidase (KPL, Gatherburg, Meryland, U.S.A.) foram diluidos de acordo
com as instrucdes dos fabricantes em PBS 1% de BSA e 0,05% Tween, e aplicado sobre
as laminulas as quais foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente e lavadas
duas vezes com PBS 0,05% Tween. Para a revelacdo da peroxidase, foi utilizado o
substrato cromdgeno 4-alfa-cloro-1-naftol (Sigma). Finalmente, as laminulas contendo
as células, foram lavadas com agua deionizada, e colocadas em laminas de microscopia
com Vectashield meio de montagem (Vector Laboratories). Foram realizadas as

analises, por microscopia de fluorescéncia e microscopia de luz e em microscopia
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confocal, como acima mencionado.

3.13 Ensaio de Citometria de fluxo FACS

Células B16-F10(10°/mL) foram semeadas em placas de cultura com seis pogos, e
incubadas uma noite a 37 °C, 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado, e ap6s uma
hora 2.5 pg/mL de crotamina marcada com Cy3 foi adicionado em pocos
independentes, onde as células controle ndo receberam crotamina, sendo incubadas 24
horas a 37 °C, 5% de CO,. As células foram dissociadas enzimaticamente utilizando-se
tripsina 0,025% contendo 0,1 mM de EDTA (acido etilenodiamino tetracético), lavadas
e diluidas em tampdo de FACS (Bekson Dickson FACSFlow Sheath Fluid, BD
Biosciences) para a andlise quantitativa da média de intensidade de flurescéncia de
crotamina-Cy3 internalizada através de Citometria de fluxo, FACS Calibur, Becton

Dickinson. Os experimentos foram realizados em duplicatas.

3.14 Animais Utilizados para Crescimento in vivo das Células B 16 F10 indutoras

de melanomas murinos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto
Butantan, Sdo Paulo, Brasil (protocolo n ° 250/06 de 8 de agosto de 2006).
Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/J6, machos e fémeas com idade entre 4 e
5 semanas e peso entre de 16-18 ¢, foram utilizados para a avaliacdo da atividade
antimelanoma in vivo da crotamina. Camundongos Swiss Webster NHI com 4 semanas
de vida e do mesmo sexo, pesando entre 14 a 16 gramas, foram utilizados para a prova
de toxicidade especifica.Os animais provenientes do Biotério Central do Instituto
Butantan, foram mantidos em temperatura controlada (24 °C), com livre acesso a
alimentacdo e &gua e ciclos claro/escuro de 12 horas. Os grupos controle e tratados

foram formados, e alojados 5 animais em cada caixa, no maximo.
3.15 Localizacéo intratumoral da crotamina marcada Cy3, ensaio in vivo
Células B16-F10 indutoras de melanomas murinos (10° células/mL) contidas em

200 pL foram implantadas por via subcutdnea em camundongos C57/BI/J6 machos, de

cinco semanas de vida, pesando 16-18 g. Apds 12 a 14 dias periodo de surgimento dos
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tumores palpaveis, foi injetada por via intraperitoneal (ip), crotamina conjugada com
Cy3 (2,5 png/por animal), 24 horas ap6s a inje¢cdo os animais com tumor foram
eutanasiados e dissecados. As seccdes dos tecidos de melanoma e oOrgdos foram

preparadas utilizando um cryomicrotome (Leica, CM 1100).

3.16 Efeito da Crotamina em controlar o crescimento de células cancerigenas in

Vivo

Trés grupos experimentais foram estabelecidos. O primeiro grupo recebeu 200 pLde
células B16-F10 (10° células/mL) por via subcutdnea em camundongos C57/BI/6
machos, de 5 semanas de vida, pesando 16-18 g. e tratados diariamente com crotamina
1 pg/animal (grupo crotamina-tratados), durante 21 dias a partir do primeiro dia apds a
inoculagdo das células. O segundo grupo recebeu 200 pL de células B16-F10 (10°
células/mL) e recebeu 100 uL de placebo (solugdo salina) em vez de crotamina (grupo
ndo tratado). O terceiro grupo recebeu apenas 100 uL de placebo. Dez animais de cada
grupo foram pesados antes das inoculacbes e diariamente até o vigésimo quarto
dia. Apds a ultima injecdo (crotamina ou placebo), os animais dos grupos tratados e nao
tratados, foram eutanasiados e os tumores removidos e pesados. Os animais sadios, dos
grupos que foram pesados diariamente, foram mantidos vivos por mais 40 dias, a fim de
analisar os efeitos de longa duracdo de parada do crescimento tumoral induzido pela
crotamina. Em seguida os animais foram eutanasiados e amostras de tumor e tecido

normal foram preparadas como descrito acima.
3.17 Teste de probabilidade de sobrevida de Kaplan-Meier

As analises estatisticas foram realizadas para comparar 0s grupos experimentais e
controle, realizados em camundongos. Os dados obtidos foram configurados em dias, e
utilizados para desenhar um gréfico. Foi utilizado o Software Graph Pad Prism 5.0. O
teste probabilistico de sobrevida global por Kaplan-Meier, que avalia 0 nimero de
animais sobreviventes quando comparados com o0 grupo controle, sendo assim foi

possivel verificar a qualidade de vida ou ndo dos animais tratados.
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3.18 Respostas hematoldgicas e imunoldgicas dos camundongos implantados com
B16-F10, tratados ou ndo com crotamina

A andlise incluiu a contagem de células do sangue, mononucleares e
polimorfosnucleares, de 5 camundongos selecionados aleatoriamente de cada grupo,
apos 24 e 72 horas, bem como apos 7, 14 e 21 dias. Os soros referentes a estes periodos
foram avaliados, pelo (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ensaio enzimatico

imunoabsorvente ELISA, para a deteccéo de taxas de anticorpos contra a crotamina.

3.19 A analise histologica dos tecidos de camundongos C57/BI/6

Apbs 21 dias de tratamento com crotamina os camundongos foram eutanasiados e 0s
orgaos removidos fixados em PBS contendo 4% de formalina. Os cortes de tecido
(5-7 pum de espessura) foram obtidos a partir de blocos incluidos em parafina e
montados em laminas de microscopia adesiva com &gua quente (40°C). Coloragdo
histoldgica de hematoxilina e eosina (HE), foi utilizada para analise por microscopia de

luz por histopatologistas.
3.20 Analise Histoldgica em Cortes congelados

Os melanomas subcutaneos e os 6rgdos internos foram fixados em PBS contendo 4% de
formalina, o material foi lavado em PBS por 1 hora, os tecidos foram preservados com
banhos de PBS sacarose 30, 50 e 75%, e incluidos em Tissue-Tek (SAKURA
finetechnical Co., Ltd., Tokyo, 103, Japan) por uma noite e congelados a -20 ° C. Foram
realizados cortes de 5 a 6 nm em micr6tomo Kriostate a -20 °C.

3.21 Prova de ganho de peso em camundongos

Grupos de 10 animais Swiss Webster NIH, do mesmo sexo, com 4 semanas de vida e
peso entre 14 a 16 gramas. O primeiro grupo recebeu por via intraperitoneal 2 pg de
crotamina por animal, o segundo grupo recebeu por via subcutanea 2 ug de crotamina
por animal, o terceiro grupo recebeu por via subcuténea 2 pg de crotamina por animal
aquecida a 56°C por 30 min., o quarto grupo recebeu por via subcutanea 2 ug de
crotamina por animal aquecida a 80°C por 30 min e 0 quinto grupo recebeu por via
subcutanea 2 g de crotamina por animal aquecida a 100°C por 10 min. Os grupos

controles, receberam por via subcutédnea PBS. Antes e ap0s as inoculagdes 0s grupos
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foram pesados diariamente e tiveram seus pesos registrados durante 7 dias. A dose de
crotamina para ser considerada atoxica nos animais em teste apds trés dias da
inoculacdo devem alcancar o mesmo peso inicial (primeiro dia) ndo podendo ocorrer
mortes durante o teste, sendo que ao final do sétimo dia os animais em teste devem

ganhar no minimo 60% do peso ganho pelo grupo controle.

3.22 Producéo de anticorpos em camundongos anti-Crotamina

Trés grupos de camundongos Balb/c machos de 6 semanas de idade e pesando entre 16-
18 gramas foram utilizados. Os animais foram imunizados por via subcutanea, com
intervalos de 90 dias, os antigenos em capsulados/adsorvidos em silica mesoporosa
(SBA-15), No primeiro grupo, cada animal recebeu 1 pg de crotamina, no segundo
grupo, cada animal recebeu 0,5 pug de veneno bruto crotalico de diversas serpentes,
fornecido pelo Instituto Butantan, e finalmente o terceiro grupo, denominado grupo
controle recebeu apenas adjuvante. Para resposta primaria os animais foram sangrados
7, 14, 21 e 28 dias. Para a resposta secundaria os animais receberam uma dose de

reforgo apos 90 dias e foram sangrados 7, 14, 21, 28 e 36 dias.

3.23 Ensaio Enzimatico Imuno Absorcao (ELISA)

Os ELISAs foram realizados para a detecgédo do IgG anticrotamina, na concentracao de
0.5 pg/poco, de crotamina em tampdo carbonato bicarbonato pH 9.6, em placas de 96
pocos (PolySorp ™, Nunc — EUA). Incubados a temperatura ambiente durante 1 hora e,
em seguida, a 4 °C durante uma noite. Os pocos foram lavados trés vezes com o tampé&o
1X PBS. Apos as lavagens, 50 pL da solucdo de bloqueio, tampédo PBS com 5% BSA,
foi adicionado a cada poco e incubados por 2 horas a 37 °C. Depois de 3 lavagens com
tampdo 1X PBS, 50 pL de soros de camundongos diluidos a partir de 1/100 na razao 2,
em tampéo PBS com 1% BSA, foram incubados durante 2 horas a 37 °C e, em seguida,
lavados trés vezes com PBS/Tween20 (0,05%). Anticorpo secundario IgG anti-
camundongo marcado com fosfatase alcalina (Sigma-sdo Francisco, EUA) foi
adicionado diluido a 1/4000 em PBS/BSA 1% contendo 0,05% Tween 20 e incubada
durante 1 hora a 37 °C. Depois de 3 lavagens com PBS/Tween, a reacdo foi revelada
pela adicdo de 50 pL de substrato, 1 mg/mL de nitrofenil fosfato de sédio (pNPP —
Sigma, EUA). A reacéo foi interrompida apos 20 minutos com a adi¢do de 50l de 3 M
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NaOH. A densidade optica (D.O.) foi lida a 405 nm em um Multiskan MS da

Labsystems.

3.24 Estatistica
O desvio Padrdo, foi determinada pelo teste t de Student. Para tal foi utilizado o

Software GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito citotéxico da crotamina In vitro

Afim de se determinar a concentragdo citotoxica da crotamina para células de
melanoma murino B16-F10, células de melanoma humano SK-Mel-28 e Mia Paca-2,
adenocarcinoma primario de pancreas humano, foram incubadas com 1 pg/ml e
5 pg/ml concentragdes da toxina durante 24 horas. Em seguida, foi adicionada uma
solucdo de MTT por quatro horas, 0 MTT é metabolizado pela succinato desidrogenase
mitocondrial, originando cristais insollveis denominados cristais de formazan, os quais
sdo dissolvidos com um solvente apropriado. O produto colorido formazan foi medido
guantitativamente. Os valores de densidade oOptica em 540 nm, indicando células
metabolicamente ativas, foram significativamente reduzidos, demonstrando baixa
viabilidade das células em relacdo ao controle de células ndo tratadas. E como controle
foi utilizado uma linhagem de células normais 3T3 (fibroblastos embrionarios de
camundongo). A Figura 10 A-C mostra diminuicdo da viabilidade em algumas
linhagens de células cancerigenas, mesmo ap0s o tratamento com baixa concentragdo de
crotamina, enquanto que em concentragdes mais altas a crotamina se mostrou tdxica
para todas as células tumorais. No entanto, as mesmas concentracGes de crotamina nao
induziram a morte celular nas células 3T3 imortalizadas, mas nao cancerigenas (Figura
10 D). Pode-se também observar que diferentes linhagens de células cancerigenas
respondem diferencialmente ao tratamento com crotamina. A viabilidade das células
B16F10 varia significativamente quando tratadas com a toxina na concetracdo de 1
pg/ml, porém a mesma cai pela metade quando se aumenta a concentracao para 5 pg/mi
(Figura 10A). Mia-Paca 2 responde gradualmente ao tratamento, apresentando uma
sensibilidade mais alta para ambas concentragdes, assim como menor variabilidade na
resposta (Figura 10B). Ndo ha diminuicdo da viabilidade das células SK-MEL-28 da
toxina na concentracdo de 1 pg/ml, porém a mesma cai drasticamente na concentracdo
de 5 pg/ml (Figura 10C). As células normais 3T3, utilizadas como controle, ndo
apresentaram nenhuma varia¢do na sua atividade metabolica apos o tratamento com a
crotamina (Figura 10D). Alteragdes morfologicas, ndo foram observadas nas células
controle (Figura 10 E), porém foram evidentes nas células B10F10 tratadas com 5

pg/ml de crotamina (Figura 10 F).
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Figura 10. Ensaio de viabilidade celular - Ensaio MTT.
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AlteracOes na viabilidade celular observadas em células tumorais, ap6s incubagédo de
1 ou5 pg/mL de crotamina durante 24 horas, em triplicata. A) B16-F10, B) Mia
Paca-2, C), SK-MEL-28 e D) 3T3 linhagens celulares. FONTE: Pereira (2011)
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Figura 11. Ensaios de viabilidade celular, utilizando-se 0 método Hoechst e lodeto de
propideo.

A) Morfologia Normal das células B16-F10. B) Mudancas morfoldgicas observadas
nas células B16-F10, apds incubagdo com 5 pg/mL de crotamina por 24
horas. C) Controle de cultura de células B16-F10 apresentam células vivas com
Hoechst ndcleos corados azul palido. D) Células B16-F10, apds incubacdo com 5
pg/mL crotamina (24 horas), mostrando as células mortas coradas com um nucleo
brilhante condensado em vermelho. E) Células Mia Paca-2 incubadas sem
crotamina. F) e G) Mia Paca-2 ap0s incubagdo das células com 1 pg/mL e 5 pg/mL
de crotamina (24 horas), respectivamente. Barra branca corresponde a escala de
10um. FONTE: Pereira (2011)

Além disso, a viabilidade das células, B16-F10 e Mia Paca-2, foi avaliada através da
técnica de coloracdo IP e H (Figura 11 C-G). Os dados obtidos foram quantificados
(Figura 12 A-F), células vidveis com as membranas intactas ndo apresentaram
fluorescéncia vermelha no nicleo (Figura 11 C, E), enquanto que as células ndo viaveis
foram manchadas de vermelho brilhante (Figura 11 D, F, G). Hoechst 33342 é um
corante capaz de penetrar nas células com as membranas intactas determinando um
nicleo de coloragdo azul-claro (Figura 11 C).Esta tintura também atravessa
membranas danificadas, se condensando no nucleo de células mortas, vizualizadas em
azul (FigurallD). A anélise quantitativa dos dados demonstrou que trés horas de
tratamento com crotamina, tanto em concentracbes baixas ou altas, ndo foram
significativamente toxicas para células B16-F10 e Mia Paca-2, quando comparadas com
0s grupos controles. Dados ndo mostrados. O tratamento com crotamina prolongado por
24 horas mostrou citotoxicidade para as células em estudo, quando comparados com 0s
grupos controles. A andlise quantitativa dos dados esta apresentada na Figura 12 A-F.

A sobrevivéncia de células B16-F10 e Mia Paca-2 ap0s 24 horas de tratamento com
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crotamina foi diminuida significativamente e pareceu ser mais pronunciada quando foi
utilizada maior concentracdo de crotamina (Figura 12 B, E com 1 pg/mL e C, F com
5 ng/mL). Observando estes resultados como um todo, sugere-se que o efeito toxico da
crotamina € um processo de concentracdo-dependente, e uma boa correlacdo foi
observada nos resultados obtidos usando H ou IP em comparagao aos observados para o
ensaio de MTT (Figura 10).

Figura 12. Efeito seletivo citotdéxico da crotamina em células cancerigenas, dose-
dependente.
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A) Controle: células B16-F10 mantidas sem crotamina. B) Células B16-F10 tratadas
com 1 pg/mL durante 24 horas. C) Células B16-F10 observadas ap6s incubagdo com
5 pg/mL de crotamina, durante 24 horas. D) Controle: Células Mia Paca-2 mantidas
sem crotamina. E) Células Mia-Paca-2 tratadas com 1 pg/mL durante 24 horas F)
Células Mia-Paca-2 tratadas com 5 pg/mL durante 24 horas. H-Hoechst 33342; IP-
lodeto de Propidio, H&IP — Hoechst mais lodeto de Propidio. FONTE: Pereira
(2011)
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A Figura 10 apresenta a viabiliade celular, das células B16-F10, avaliada por MTT,
onde as D.Os. foram transformadas em porcentagens de células mortas, sendo assim
possivel o calculo da ICsy da crotamina estimada em 7.44 pg/mL. A Figura 11
apresenta a viabilidade, das células B16-F10, celular avaliada por Hoechst e IP, onde o
namero de células mortas foi registrado para cada diluicdo, sendo assim possivel o
calculo da ICsp da crotamina estimada em 5.11 pg/mL. Embora os métodos utilizados
sejam muito diferentes, quando comparados entre si, 0s valores das 1Cso, apresentados
pelos dois métodos, foram muito proximos, indicando assim que a média entre essas
doses poderd matar aproximadamente 50% de uma populacdo de células B16-F10,
cultivadas nas condi¢Ges acima mencionadas. Esses valores podem variar de acordo
com as preparacbes de crotamina, bem como sua atividade bioldgica do lote

correspondente.

4.2 Translocacao in vitro B16-F10 e localizagéo intracelular da crotamina

Dois métodos diferentes de imunocitoquimica foram utilizados para avaliar a absorcao
da crotamina pelas células B16-F10, a fim de confirmar a translocacao da crotamina em
células cancerigenas.

A molécula natural da crotamina ou conjugada com fluorocromos FITC ou Cy3
consegue entrar em células. A presenca do pepitidio dentro das células e ndcleos é
visualizada por microscopia fluorescente. Para visualizar a crotamina ndo conjugada
dentro das células, utilizamos um soro anticrotamina primario, e dois tipos de
secundarios marcados com rodamina (vermelho) e peroxidase. Na figura 13 podemos
observar que a crotamina marca células em divisdo quando conjugada ou revelada por
peroxidase. Com essa metodologia pretendemos tentar localizar a crotamina em outras

estruturas celulares.
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Figura 13. Internalizacdo in vitro de crotamina em células B16-F10.

Podemos analisar a captacgdo e visualizagdo da crotamina in vitro através do uso de
anticorpos anticrotamina, A) revelado com anticorpo secundario marcado com
fluorocromo Cy3, fluorescéncia forte observada em células em divisdo (vermelha)
e em células quiescentes a) controle. B) da mesma forma anterior, anticorpo
secundario marcado com peroxidase, observada em células em divisdo (escura). b)
controle. Escala 10 um. FONTE: Pereira (2011)

Trabalhos anteriores, demostrando que a crotamina € um peptideo célula penetrante,
realizados pelo Laboratério de Genética do Instituto Butantan, demonstraram que a
crotamina tem preferéncia por células em divisdo, onde nesta fase a célula apresenta na
membrana um pico elevado de expressdo de HSPG e a crotamina depois que entrou na
célula ela é atraida pela carga negativa do DNA. Sendo assim nas fases mitose e
anafase observamos a crotamina marcando os centriolos e nudcleo. Baseados nesses
relatos pesquisamos se a crotamina marcaria também microtibulos, assim apos
tratamento de células B16-F10, com crotamina marcada com FITC (verde) por 24 horas,
as células foram analisadas pela técnica de imunocitoquimica com antitubulina beta,
revelada com anticorpo secundario marcado com rodamina (vermelho), sendo assim
observamos a crotamina dentro dos nucleos marcados em verde e ndo pudemos observar
a marcacao dos tubulos das células em estudo, porém notamos uma fraca marcagédo de
centriolos, Figura 14 A. Em vermelho observamos a marcacgdo dos tabulos, Figura 14
C.
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Figura 14. Crotamina marcada com FITC e antitubulina beta.

A) Crotamina conjugada com FITC observada em cromossomos metafasicos
corados em verde. C) O citoesqueleto das células foi revelado com anticorpo
primério antitubulina e revelado com anticorpo secundario marcado com rodamina
em vermelho. D) Sobreposicdo FITC e anti-tubulina beta. B) Contraste de
interferéncia diferencial (DIC). Escala 10 um. FONTE: Pereira (2011)

4.3 Fragmentacéo do DNA.

Os pesquisadores (Kerkis at al 2004), mostraram que a crotamina interage com grupos
fosfatidicos nos cromossomos, sem intercalar no cromossomo, e neste estudo
pesquisamos se a crotamina poderia exercer degradacdo no DNA em células tumorais.
A citotoxicidade da crotamina foi avaliada em diferentes concentracbes a fim de
verificar se a mesma poderia iniciar a morte celular através de sua interacdo com DNA.
A integridade do DNA genémico foi confirmada por analises de eletroforese em gel de
agarose, ndo apresentando qualquer degradacdo do DNA (Figura 15 A). Anélise de
PCR convencional ribossomal 16S RNA foi realizada, utilizando crotamina. (Figura 15
B). Observamos que a crotamina nas concentragdes entre 2-20 ug/mL, correspondendo
a 0,4 a 4 uM, ndo induziram a fragmentacdo do DNA em células B16-F10. (Figura 15
Ae B).
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Estes resultados sdo muito importantes, pois se pretendemos estudar a acdo da
crotamina sobre melanomas in vivo, e cientes de que a crotamina, dependendo da dose,
pode ser toxica para camundongos e aliada ao fato da mesma néo alterar o DNA das
células tumorais in vitro, a crotamina talvez ndo modifique o material genético dos

animais hospedeiros.
Figura 15. Anélise da fragmentagéo do DNA por PCR.

A) DNA gendmico de células B16-F10 tratadas com crotamina

1 2 3 4 5 6 7 8

1000 pb

Gel 2 % DNA aenébmico25 uL

B) PCR do DNA com o gen ribossomal 16S de células B16-F10 tratadas com crotamina

1 2 3 4 5 6 7 8
- 1000 pb
———— —— —— ——— — 600 pb
500 pb
“ 250 pb

Gel 2 % 25 uL

Coluna 1) Células B16-F10 sem crotamina, Coluna 2. Crotamina 2 pg /mL, Coluna
3. Crotamina 5 pg /mL, Coluna 4. Crotamina 10 pug /mL, Coluna 5. Crotamina 15
pg /mL, Coluna 6. Crotamina 20 pg /mL, Coluna 7. A) DNA genémico, tampao
de amostra. Coluna 7. B) PCR do DNA, tampéo de reacdo. Coluna 8. Marcador de
pares de bases. FONTE: Pereira (2011)
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4.4 Ensaio de Citometria de fluxo.

Foram dicionados 2,5 pg/mL de crotamina marcada com crotamina-Cy3 em cultivos de
células B16-F10 (10° células/mL) os quais foram analisados através de ensaios de
citometria de fluxo apds 24 horas. Como controle negativo, usamos células que néo
foram incubadas com a crotamina marcada Figura 16 A. A Figura 16 B apresenta, em
porcentagens, as celulas marcadas com crotamina-Cy3, onde 70,44% das células
apresentaram marcacdo com a crotamina-Cy3. A Figura 16 C apresenta os dois eventos
onde o preenchimento em vermelho representa o controle e o preenchimento em branco
representa as células tratadas com crotamina-Cy3. Para correcdo do experimento, as
células do controle que apresentaram “falsa” marcacao (2,69% das células contidas na
area M2) foram subtraidas das células que apresentaram marcacao positiva (73,13% das
células contidas na area M2), NUmero total de eventos analisados10000. Estes
resultados comprovam de forma contundente a presenca da crotamina dentro das células
B16-F10, mostradas anteriormente em microscopia confocal e imunocitoquimica.
Através deste experimento podemos confirmar a presenca da crotamina dentro das
células. Este resultado sera importante para estabelecermos uma metodologia de

tratamento em animais implantados com melanomas.



60

Figura 16. Ensaio de Citometria de fluxo.
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A) Como controle negativo, usamos células B16-F10 que ndo foram incubadas
com a crotamina marcada. B) Células B16-F10, incubadas com crotamina marcada
com Cy3 por 24 horas. C) Sobreposi¢do das imagens onde crotamina marcada
(preenchimento em branco) e crotamina ndo marcada (preenchimento em
vermelho). Numero total de eventos 10000. FONTE: Pereira (2011)

4.4 Localizacao in vivo de crotamina em melanomas murinos
Os melanomas cutdneos primarios foram implantados por inje¢des subcutaneas de

células B16-F10 (10°/mL). Ap6s 12 dias dos implantes, os animais receberam por via
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intraperitoneal 100 pL de crotamina conjugada Cy3 (2,5 ug/animal), 0S quais apos 24
horas foram eutanasiados, sendo os melanomas removidos e utilizados em cortes
histologicos, em criostato, para verificar, através de microscopia confocal, onde foi
possivel observar a presenca da crotamina marcada com Cy3 nas células tumorais, a
qual nunca tinha sido observada a translocagdo da crotamina em tecidos animais
in vivo. Cortes histoldgicos dos tumores corados por HE mostraram a formacgdo das
células de melanoma (Figura 17A).Sinal fluorescente forte foi observado
predominantemente no interior da massa tumoral (Figura 17B), as células normais em
torno do tumor ndo apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 17C), acumulo
expressivo de crotamina foi observado nas células tumorais (Figural7D, E), areas de
necrose tumoral (Figura 17 E, F), bem como, em répida multiplicacdo de células
metastaticas (Figura 17 E, G, H). Estes dados sugerem que a crotamina marcada
apropriadamente, pode ser usada em analise de diagndstico por imagem latente de

celulas tumorais em organismos vivos.
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Figura 17. Crotamina conjugada-Cy3 (2,5 pg/mL) foi confirmada em células de melanoma
murino, 24 horas apos a injecao, prova in vivo.

A) Cortes histologicos de células tumorais coloridos por HE. B) Sinal fluorescente
forte (vermelho) localizado dentro da massa tumoral. C) As células normais sem
crotamina conjugada com Cy3 D) As células tumorais apresentaram forte acumulo
de crotamina no citoplasma .E) Apresentagdo morfoldgica do tumor sob a pele do
animal. F) Sinal fluorescente em células B16-F10 detectado em torno das areas de
necrose (seta branca). (G-H) Células metastaticas (setas brancas). A, E - microscopia
de luz. A microscopia confocal: (B, D, F, H) = DIC + Fm. barras de Escala: A-D =
10um; G, H=20 um, B, C, F = 100 um. FONTE: Pereira (2011)

Através dos resultados observados nesta tese, podemos afirmar que a crotamina tem
afinidade pelas células tumorais, fato este ndo observado nas células normais. Baseados
nestas evidéncias, resolvemos verificar a acdo da crotamina, em animais implantados
com tumores induzidos pela célula B16-F10. Uma vez que a crotamina, dependendo da
concentracdo, pode ser tdxica para camundongos, tomamos alguns cuidados para
estabelecermos um tipo de tratamento o qual ndo interferisse no bem estar dos animais e
que ao longo do mesmo ndo apresentasse efeitos colaterais ou morte. Para tanto
avaliamos a toxicidade especifica da crotamina em camundongos, com o intuito de

encontrarmos a dose ideal em pg a ser utilizada diariamente. Apds o inicio do
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tratamento os leucdcitos, mononucleares e polimorfonucleares foram avaliados ap6s 24
e 72 horas e 7, 14, 21 e 28 dias, e durante esse periodo foi também avaliado o peso dos
grupos de camundongos tratados, ndo tratados e um terceiro grupo que recebeu apenas
placebo. Também nos periodos acima mencionados foram realizados testes nos soros
dos animais néo tratados e tratados com crotamina, a fim de avaliar se a crotamina,
nesse tipo de tratamento, seria capaz de induzir anticorpos contra a propria crotamina.
Ao final do tratamento, o qual durou 21 dias, foram avaliados os rins e figados dos
animais tratados, néo tratados e grupo que recebeu apenas placebo.

Em seguida apresentaremos os resultados dos experimentos, acima mencionados, para

posteriomente apresentarmos os resultados do tratamento em si.

4.6 Prova de ganho de peso (Toxicidade Especifica)

Devido ao poder toxico da crotamina, principalmente para camundongos, a prova de
ganho de peso foi de fundamental importancia para estabelecermos a dose de tratamento
com a crotamina. Grupos de 10 animais Swiss Webster NHI, do mesmo sexo, com 4
semanas de vida e peso entre 14 a 16 gramas. O primeiro grupo recebeu 100 pL de PBS
contendo 2 pg de crotamina por animal (i.p.), o segundo grupo recebeu 100 pL de PBS
contendo 2 pg de crotamina por animal (s.c), o terceiro grupo recebeul00 uL de PBS
contendo 2 pg de crotamina (s.c) por animal aquecida a 56°C por 30 min., o quarto
grupo recebeu por 100 puL de PBS contendo 2 pg de crotamina (s.c) por animal
aquecida a 80°C por 30 min., o quinto grupo recebeu 100 uL de PBS contendo 2 pg de
crotamina (s.c) por animal aquecida a 100°C por 10 min. Os grupos controles,
receberam por via subcutanea apenas PBS. Antes e ap0s as inoculacdes os grupos foram
pesados diariamente e tiveram seus pesos registrados durante 7 dias, apos 24 e 48 horas
da inoculagéo, observamos uma diminuicdo do peso dos animais exceto para 0s animais
inoculados por via intraperitoneal, animais que receberam crotamina aquecida a 100 °C
e animais controle, ver Figura 18. A diminuicdo do peso dos animais indica atividade
toxica da crotamina até o terceiro dia quando os animais atingem o peso inicial. No final
da prova todos os grupos apresentaram um ganho de peso acima de 60 % quando
comparado com o peso ganho pelo grupo controle, ndo havendo mortes quando
utilizada a dose de 2 pg/animal, onde a crotamina se mostrou atoxica em todos 0s
ensaios, tal como mostrado na Figura 18. A crotamina aquecida a 100 °C por 10

minutos se mostrou atdxica quando comparada com a crotamina nativa (Figura 23 C).
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Nosso interesse em destoxificar a crotamina € investigar se ela continuara com sua
atividade CPP e continuard atuando no retardamento na formacéo de tumores in vivo,
onde poderemos administrar doses mais elevadas de 1 pg por animal, objetivando uma

melhor eficacia neste tipo de tratamento.



Figura 18. Ganho de peso em camundongos.
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A) 2 pg de crotamina inoculadas por via ip (2), sc (¢) e sc aquecida 56°C por 30

min. (v) e controle (o). B) 2 pg de crotamina inoculadas por via sc (2) e sc

aquecida 80°C por 30 min. (v) e controle (o). C) 2 pg de crotamina inoculadas por
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via sc (2) e sc aquecida 100°C por 10 min. (v) e controle (o).FONTE: Pereira
(2011)

4.7 Analise de sangue periférico dos camundongos tratados ou ndo com crotamina

Elementos sanguineos ndo apresentara m qualquer alteracdo estatisticamente
significativa nos camundongos de ambos 0s grupos tratados com crotamina ou néo
tratados, apds 24 e 72 horas, bem como 7, 14 e 21 dias. Os soros, referentes a estes
periodos, e a partir do sétimo dia, foram avaliados por ELISA e ndo apresentaram taxas
de anticorpos (dados ndo mostrados). Ambos resultados mostraram que a crotamina na
dose utilisada néo interferiu nos elementos do sistema sanguineo, ou seja nas células

mononucleares e polimorfosnucleares bem como no sistema imunoldgico.

Figura 19. Analise de mononucleares e polimorfosnucleares durante o tratamento dos
camundongos implantados com células B16-F10.
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Contagem diferencial de mononucleares e polimorfosnucleares. Durante o
tratamento com crotamina onde apds a primeira dose de crotamina, 1 pg/animal, 0s
animais foram sangrados 24 e 72 horas, 7dias, 14 dias e 21 dias, e a contagem
diferencial de leucdécitos e neutrdfilos foram realizadas, em sangue periférico.
FONTE: Pereira (2011)
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Durante o tratamento com crotamina, onde ap6s a primeira dose os animais foram
sangrados 24 e 72 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias, e a contagem diferencial de leucdcitos
e neutrofilos foram realizadas, em sangue periférico, observamos que até o 7° dia, apos
as inoculacbes, o numero de leucocitos e neutrofilos, no grupo de camundongos que
receberam apenas crotamina e no grupo que foram implantados células B16 F10 e ainda
tratados com crotamina diariamente, ndo apresentaram diferengas entre os numeros de
leucdcitos e neutrofilos, quando comparados com os animais controle, tratados apenas
com PBS. No 14° dia houve uma diminui¢do no numero de leucocitos e um aumento do
namero de neutrdfilos, para os animais tratados com crotamina, neste mesmo periodo
observamos um aumento do numero de leucdcitos e uma reducdo no numero de
neutrofilos, nos animais implantados com B16-F10. Para o 21° dia 0 ndmero de
leucdcitos estava proximo do normal e neutrofilos ainda um pouco abaixo do normal,
para 0s animais tratados com crotamina. Para os animais implantados os leucocitos
diminuiram abaixo do normal e o nimero de neutréfilos ultrapassou os niveis normais.

Figura 19.

4.8 Avaliacdo de anticorpos contra a crotamina e veneno bruto Crotalico.

Tomamos o cuidado de avaliarmos a formacgéo de anticorpos contra a crotamina, nos
animais tratados por 21 dias, onde percebemos que 0S MesSmMOS Nnao possuiam
anticorpos. Baseados nesses resultados, resolvemos induzir anticorpos contra a
crotamina, utilizando-se protocolos classicos de imunizagdes e sangrias. Em paralelo, e
da mesma forma imunizamos camundongos com o veneno bruto de C. d. terrificus
extraidos de varias serpentes. A Figura 20 mostra a resposta imunoldgica contra 0s
antigenos utilizados frente aos seus respectivos antissoros. Avaliamos também o
antissoro anticrotalico contra o antigeno crotamina. Podemos obervar a formacdo de
anticorpos contra 0 veneno bruto crotalico, mas ndo anticorpos contra a crotamina. O
antissoro anticrotalico reconheceu a antigeno crotamina Figura 20. Apos a utilizacao de
farmacos derivados de origem animal, estes podem ao longo do tempo induzir formacéo
de anticorpos contra a proria droga, sendo assim o organismo reduz a agdo desses
farcamos, para impedir que 0 mesmo atinja o seu alvo e ser rapidamente eliminado do
organismo. Um dos problemas de drogas anticancer, sdo os efeitos colaterais pouca

permanéncia dentro das células e inducao de anticorpos.
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Figura 20. Soros antiveneno bruto de C. d. terrificus e anticrotamina, analisados por

ELISA.
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Mostra a analise por ELISA dos soros de camundongos imunizados com veneno
bruto crotélico (o) e fracdo crotamina (o) frente aos respectivos antigenos. Soro

anticrotalico analisado frente ao antigeno fracdo de crotamina () diluidos a partir

de 1:100 na razdo 2. Como controles foram utilizados soros negativos. FONTE:
Pereira (2011)

4.9 Exame histopatologico
A fim de avaliar os possiveis efeitos colaterais, inerentes ao tratamento com crotamina a

longo prazo, cortes histolégicos dos tecidos destes camundongos foram avaliados e
nehuma alteracdo patoldgica foi observada, nos rins e figados dos animais do grupo

tratado com crotamina (Figura 21).
Ndo foram observadas diferencas morfoldgicas entre os tecidos isolados de

camundongos normais e tratados com crotamina.
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Figura 21. Estudos histopatoldgicos dos tecidos dos camundongos dos grupos controle e
tratados com 1 ug diaria de crotamina
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Cortes histologicos corados com HE, em microscopia de luz. A) Tecido renal
normal, 200 um; B) tecidos renais tratados com crotamina, 200 um. C, D) mesmo
que em (A, B) apresentados em escala, 50 um. E) Tecido hepatico normal, 200 pm;
F) tecidos hepaticos tratados com crotamina, 200 um. G, H) o0 mesmo que em (E,
F) apresentado em escala, 50 um. Escala em bars. FONTE: Pereira (2011)
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4.10 Efeito da crotamina in vivo em células B16-F10

O efeito da crotamina, sobre o crescimento in vivo das células B16-F10, também foi
estudado. Os resultados obtidos nos dois grupos experimentais estdo apresentados na
Tabela 2. Cada grupo foi composto por 35 animais e ambos 0s grupos receberam por
via subcutanea, (10°/mL) células de B16 F10, sendo iniciado o tratamento com
crotamina. Além disso, o tratamento comecou no mesmo dia ap6s a implanta¢do das
células B16 F10 sendo que cada camundongo no grupo tratado recebeu, por via
subcutanea, doses diarias de crotamina contendol pg/100 pL PBS (2 uM) durante 21
dias. No grupo ndo tratado, que recebeu apenas placebo, os tumores comegam a se
desenvolver entre 14 e 16 dias apds a inoculacdo e, no 24° dia, 0s tumores
apresentavam-se maiores quando comparados com o grupo tratado com crotamina
(Figura 22 A, Tabela 2). Dez camundongos morreram nos dias 18-19, 18
camundongos morreram nos dias 23-24 e 7 camundongos do mesmo Qgrupo
permaneceram Vivos no 25° dia (Tabela 2). O peso médio do tumor, no grupo ndo
tratado, foi de aproximadamente 4,60 g (Tabela 2, Figura 22 B). Os camundongos do
grupo tratado com crotamina mostraram um atraso na implantacdo de melanomas, com
um méaximo de ocorréncia entre os dias 19-21, quando os tumores puderam ser
detectados em 16 animais. No entanto, estes tumores eram muito pequenos e apenas
apos cuidadosa inspecdo dos locais de inoculacdo pode-se detectar "grdos” do
tumor. Neste grupo, cinco animais morreram durante o tratamento, enquanto 28
sobreviveram até o 25° dia (Tabela 2). O peso médio do tumor no grupo tratado com
crotamina foi de aproximadamente 0,27 g (Tabela 2, Figura 18 B). Dois camundongos
neste grupo ndo apresentaram formagao de tumor, observados ap6s o tratamento por 40
dias.

Os 35 animais que receberam células B16-F10 apresentaram melanomas, sendo 14 no
14° dia, 7 animais no 15° dia e 14 animais no 16° dia. Perfazendo um total de 100% de
implantes positivos. Estes dados foram de extrema importancia para validar a
comparagdo dos grupos nao tratados e tratados. Os animais que receberam B16-F10 e
tratados com 1 pg de crotamina diariamente, apresentaram melanomas no 17° dia, 9
animais no 19° dia, 3 animais no 20° dia, 3 animais no 21° dia, 10 animais no 24° dia, 2
animais no e 1 animal no 25° dia. Sendo assim, dois animais ndo apresentaram formagéo
de tumor, os quais foram acompanhados durante 63 dias ap6s a inoculacdo de B16-F10,

representando 6% de néo implantados.
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Figura 22. Efeito da rotamina em camundongos implantados com células B16-F10, peso
efeito.
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A) Camundongos 21 dias ap6s a injecdo (s.c.) com células B16-F10: & esquerda,
camundongo tratado com crotamina (s.c.), a direita, camundongos apresentando
tumor (grupo néo tratado). B) Os tumores isolados de camundongos sem tratamento
(a-c) e tratados com crotamina (d-g). FONTE: Pereira (2011)
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Tabela 2. Efeito de 1 pg/animal de crotamina sobre a progressdo do tumor. Avaliacdo do

Grupo injetado com células B16-F10

desenvolvimento dos tumores. Apos 21 dias de tratamento 0s animais, tratados e ndo
tratados, foram eutanasiados e os tumores removidos e pesados. O tratamento com
crotamina durou 21 dias. O atraso da implantacdo do tumor e reducdo da mortalidade
foi observado para o grupo tratado com crotamina quando comparados ao grupo
controle ndo tratado. O peso médio do tumor no grupo nédo tratado foi 4,60 g,
enguanto no tratado com crotamina, foi de apenas de 0,27 g, quando detectados.
FONTE: Pereira (2011)

Grupo injetado com células

B16-F10 tratados com crotamina

Células No. Mortali-  Sobrevi  Tumor No. Mortali-  Sobrevi Tumor
B16F10 | implantes dade No. -da No. peso implantes dade No. -da No. peso
Apds Tumor Camun- Camun- média Tumor Camun- Camun- meédia
infeccéo dongos dongos (9) dongos dongos (9)
em dias

14 14

15 7 1 1

16 14

17 8

18 4 1

19 6 3

20 3 1

21 4.60 10 0.27

22

23 7

24 11 2 2

25 1

Total 35 28 7 28 5 30

Na Figura 23 os resultados foram avaliados pelo teste probabilistico de sobrevida

global de Kaplan Meier utilizado para calcular a fragdo de animais vivos, em tratamento

por determinado periodo de tempo em dias. Nossos dados sugerem que 0s camundongos

do grupo tratado com crotamina apresentam uma taxa maior de sobrevida quando

comparados com o grupo néo tratado (Figura 23). Camundongos do grupo tratado com

crotamina foram mantidos vivos por mais 40 dias apds o término do tratamento. Apés

este periodo, os tumores cresceram muito devagar e apresentaram aumento significativo

no tamanho (dados ndo mostrados). FONTE: Pereira (2011)
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Figura 23. Teste de probabilidade de sobrevida de Kaplan Meier.
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O numero de animais sobreviventes foram analisados pelo teste probabilistico de
sobrevida global por Kaplan Mayer, onde os animais vivos no final do tratamento
com crotamina, foi de aproximadamente 85%. Sem tratamento com crotamina foi
limitado a cerca de 20%. FONTE: Pereira (2011)

Os pesos dos camundongos, a partir de ambos 0s grupos experimentais e um grupo
controle composto por animais normais, foram avaliados diariamente, durante 26
dias. Os pesos dos animais do grupo controle aumentaram conforme o esperado. Os
animais do grupo néo tratado com o0s tumores em progressao apresentaram, a partir do
14° dia, notavel ganho de peso quando comparados com o grupo controle, e os do grupo
tratado com crotamina apresentaram peso estavel e/ou baixa variacdo do peso (Figura

23).
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Figura 24. Ganho de peso dos animais durante o tratamento com crotamina.
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Variagdo do peso observado em camundongos normais (2), implantados e tratados

com crotamina (o) e o grupo implantados e ndo tratados (o). Cada grupo compunha
10 animais com o peso entre 16 a 189 e do mesmo sexo. FONTE: Pereira (2011)

A toxicidade especifica mostra que a crotamina, na dose avaliada. é toxica para
camundongos até 24 horas ap6s a inoculacdo e atoxica no final de sete dias. Outro
resultado importante aqui apresentado é que no tipo de tratamento estabelecido a
crotamina ndo induziu formag&o de anticorpos contra a crotamina e também n&o alterou
as células sanguineas. Estes resultados mostram que a crotamina, na dose por nés
estabelecida, poderd ser uma candidata a ser utilizada em estudos experimentais in vivo
em varios tipos de cancer. A crotamina como todas as toxinas de origem animal, pode
variar suas atividades bioldgicas in natura, bem como ap6s procedimentos de

purificacéo.
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5 DISCUSSAO

O estudo da crotamina no Instituto Butantan teve inicio no comec¢o da década de 50,
sendo a crotamina o primeiro peptideo cujas atividades bioldgicas e farmacoldgicas
foram demonstradas. 1sso nos faz pensar na importancia das pesquisas com venenos de
serpentes, tanto no ambito nacional como internacional realizadas até entdo. A producéo
e pesquisa de antissoros, bem como, a formulacdo de novos farmacos baseada na
investigacdo dos mecanismos de acdo dos venenos e toxinas, tem muito contribuido
para a Saude Publica. Em 2004, pesquisadores deste Instituto, mostraram que crotamina
¢ uma molécula que se apresenta como um peptideo célula penetrante, ou seja, que pode
penetrar no interior das células. Desde entdo, vem se descobrindo novas atividades
biol6gicas da crotamina, e 0s resultados aqui apresentados mostram que a crotamina
ainda esconde seus segredos. Os recursos naturais do Brasil sdo uma fonte inesgotével
de novas espécies, bem como, novas peconhas, que podem permitir para oS
pesquisadores desenvolver idéias inovadoras e originais. O Instituto Butantan, mesmo
investigando somente uma pequena parcela desses recursos naturais do Brasil, beneficia

0s entusiastas pesquisadores desta Instituigéo.

Sendo um peptideo célula penetrante, a crotamina tem potencial de carregar
outras moléculas, por exemplo, plasmideos de DNA ou drogas antitumorais no interior
das células. Ainda mais, a crotamina € capaz se associar com outras moléculas, para
exercer acdo conjunta com droga(s), inserindo medicamentos no interior das células. A
eficiéncia da crotamina depende da sua acdo seletiva para células em divisdo e de
concentragdo. Investigando a agdo do diferentes concentragdes de crotamina sobre 0s
tipos celulares diferentes, descobrimos que em altas concentragdes (>10 uM) a
crotamina exerce um efeito citotoxico em células normais e tumorais (Kerkis A et al.,
2004). No entanto, em baixas concentracdes sub toxicas (<10 pM), é in6cua para
células normais e se comporta como um tipico CPP, pelo qual pode ser utilizada como
uma molécula carreadora (Kerkis A et al., 2004; Nascimento FD et al., 2007; Hayashi
MA et al., 2008). Utilizando como modelo de estudo as células tronco-embrionarias
(Embryonic Steam Cells - ES), que apresentam in vitro alta capacidade proliferativa,
descobrimos que a crotamina penetrou preferencialmente em células em proliferacdo
ativa e de divisdo rapida. As células ES sdo normais, mas sdo capazes de gerar

teratomas, que sdo tumores benignos de células germinativas. A crotamina nao
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apresentou toxicidade para as células ES, nem para embrides de camundongos nas
mesmas concentracdes (Kerkis A et al., 2004; Nascimento FD et al., 2007).
Desenvolvemos uma hipdtese de que células de tumores malignos, as quais tém alta
capacidade proliferativa, possam também ser alvos seletivos do efeito toxico da
crotamina. Esta observacgdo, além de nossas descobertas anteriores, justifica a utilizacéo
de crotamina como uma sonda para diagndstico rapido para diversos tipos de canceres e
tumores de crescimento rdpido e agressivo. Para explorar esta idéia, foram
desenvolvidos experimentos com cultivos de células CHO-K1 tumorigénica.
Curiosamente, as concentracfes ndo toxicas de crotamina, as quais foram utilizadas em
celulas normais, incluindo as células ES, mostraram-se toxicas para as células CHO-K1.
A crotamina induziu a morte de células CHO-K1 que ocorreu apds a internalizacéo
endocitica da crotamina, seguida pelo acumulo em endossomos acidos nas vesiculas
lisossomais e, seu rompimento com a liberacdo dos cisteina-proteases, assim como as
catepsinas (Nascimento FD et al., 2007; Hayashi MA et al., 2008).

Demonstramos que a crotamina € um peptideo catibnico versatil que possui
propriedades funcionais e estruturais similares a ambos peptideos células penetrantes -
CPPs e peptideos catidnicos antimicrobianos — CAPs, também conhecidos como
peptideos antimicrobianos - PAMs. A crotamina torna esse peptideo equivalente a
outros peptideos antimicrobianos, em termos de funcionalidades convergentes em
relacdo as suas atividades anticancerigenas. Semelhante a crotamina peptideo
antimicrobiano magainin tem sua atividade antitumoral in vitro, que desencadea
apoptose de leucemia promielocitica humana em células HL-60. A morte celular
induzida pelo magainin ocorre através da liberacdo de citocromo C, acompanhada por
um aumento substancial na atividade do proteassomo. A magainina também exerce
atividade citotoxica e antiproliferativa contra células de cancer de bexiga, mas ndo
contra células murinas normais ou fibroblastos humanos (Cruz-Chamorro L et al.,
2006). Tem sido sugerido que varios CPPs conseguem distinguir entre tecido normal e
maligno, porém esta associacdo parece estar restrita as células endoteliais e do sistema
linfatico, mas ndo a uma vasta gama de células malignas (Taylor et al., 2009). Ao
contrario, nossas publicacdes (Kerkis et al., 2004; Kerkis et al., 2006; Nascimento et al.,
2007; Hayashi et al., 2008) demonstraram a capacidade de penetracdo da crotamina em

uma ampla gama de células e ativiade anti-proliferativa para células tumorais.
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Atualmente, a toxicidade seletiva da crotamina contra células de cancer é o principal
foco de nossos interesses em pesquisa e resultados obtidos em modelo de melanoma
murino in vivo tém sido promissores, na visdao do desenvolvimento de agentes anti-
proliferativos, a partir de toxinas peptidicas animais (Yamane T et al., 2006).
Demonstramos que crotamina é citotoxica para as células B16-F10, SK-Mel-28 e Mia
Paca-2 em provas in vitro nas concentragdes de 1,0 pg/mL (0,2puM)e 5,0 pg/mL (1 pM),
onde induziu a lise das células, porém quando a crotamina foi utilizada, nas mesmas
concentracdes, em celulas da linhagem 3T3, ndo foram observados efeitos citotoxicos
(Figuras 10, 11 e 12). Desta forma foi mostrado que crotamina apresenta citotoxicidade
especifica para células tumorais, sem qualquer efeito visivel sobre as células normais
utilizadas neste trabalho. Uma vez que estas linhagens celulares ndo foram utilizadas em
nossos etudos verificamos a sua penetracao no interior das células B16-F10. Conforme
esperado, observamos a sua distribuicdo no citoplasma e localizacdo no nucleo em
células B16-F10. Quando foi testada penetracdo da crotamina nas células que foram
injetadas no animal e formaram o tumor in vivo, a mesma se acumulou no interior da
massa tumoral que se encontra em crescimento assim como tragou a invasdo metastatica
das células B16-F10 em tecidos normais. Este achado sugere o seu possivel uso como
um agente de imagem latente e marcador de metastase em organismo vivo Figura
17. Ao mesmo tempo realizamos os estudos histologicos dos diversos tecidos de
camundongo para avaliar o possivel efeito colateral da sua atividade citotoxica nos
tecidos normais. Este estudo histoldgico ndo revelou nenhuma anormalidade
morfolGgica nos tecidos isolados de animais tratados com crotamina, confirmando que a
crotamina ndo é toxica para as células e tecidos normais, sendo que nenhuma alteracédo
foi detectada no peso corporal dos animais, bem como mortes, nas doses utilizadas
durante o tratamento.

O presente trabalho sugere, que a crotamina € capaz de distinguir preferencialmente
entre diferentes tipos de células normais e as cancerigenas com alta taxa proliferativa.
Atualmente, um dos fatores limitantes para um tratamento bem sucedido com
quimioterapicos é justamente a falta de drogas com toxicidade seletiva contra tumores,
sem provocar danos nas celulas saudaveis, eliminando assim os efeitos colaterais graves
para os pacientes. Outro problema é o mecanismo de resisténcia celular as drogas.
Drogas antitumorais podem ser inativadas dentro das células e serem transportadas para
fora das mesmas antes que elas atinjam o alvo intracelular e exercam suas
acoes (Fehrenbacher N & Jaattela M, 2005; Boya P & Kroemer G, 2008; Almeida PF &
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Pokorny A, 2009). Para superar a falta de seletividade e especificidade antitumoral para
as células, varios dominios de transducdo de proteina dos CPPs tém sido explorados
para desenvolver macromoléculas antitumorais e estratégias de distingdo entre tumor e
tecido normal, particularmente para o cancer de mama (Harada H et al., 2006). Do
ponto de vista estrutural e funcional, a crotamina é Unica, pois possui duas atividades
CPPs e CAPs (Radis-Baptista GE et al., 2008; Auvynet C et al., 2009; Zhu WL et al.,
2009; Henriques ST et al., 2006; Oguiura N et al., 2005; Pazgier M et al., 2006). E
importante salientar que crotamina é um peptideo extremamente estavel e ndo é

facilmente degradada em solugdes (Nicastro G et al., 2003; Fadel V et al., 2005).

Ainda ndo esta completamente compreendido como a crotamina inibe o
desenvolvimento de células tumorais. N6s demonstramos que, tanto com células
normais como em células tumorais CHO-K1, o processo de captacdo de crotamina
ocorre essencialmente da mesma maneira. Este processo € iniciado pela ligacdo anidnica
com a crotamina na superficie celular ao heparan sulfato, seguido por endocitose
mediada por clatrina e, finalmente, pela liberacdo intracelular dos endossomos
acidos. Neste ponto, vale ressaltar que a crotamina 5 UM n&o apresentou toxicidade para
as celulas normais, mas induz a lise de células tumorais. Em tais concentracdes,
aumenta a permeabilidade da membrana lisossomal, levando a fuga de cisteina-
proteases lisossomais para o citoplasma da célula. A ativacdo da caspase-3 pela
catepsina, indica que o lisossomo é um dos principais efetores intracelulares de
crotamina. As células tumorais podem ser menos resistentes a permeabilizacdo do
compartimento lisossomal (Nascimento et al., 2007; Hayashi et al., 2008; Fehrenbacher
et al., 2005; Boya e Kroemer, 2008). A toxicidade tumor-seletivo da crotamina, bem
como de alguns outros CAPs pode ser explicada pela composicdo eletrostatica e
diferencas de potencial entre as membranas das células normais e cancerigenas. As
células cancerigenas apresentam um maior nivel de expressdo de inumeras moléculas
anionicas (Sanderson, 2001). HSPG ¢é uma das células da superficie contendo moléculas
com capacidade conhecida de organizar os processos de adesdo em células
tumorais. Nés reportamos que, para ter acesso ao citoplasma a crotamina liga-se ao
HSPG. (Nascimento et al., 2007). Curiosamente, muitos dos CAPs sdo CPPs seletivos
com atividade citolitica (Zhu et al., 2009; Henriques et al., 2006). Portanto, CAPs
naturais e sintéticos podem ser desenvolvidos em drogas antitumorais altamente

seletivas, pois varios deles exibem estereoespecificidade de encaixe com a droga
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receptora (Nicolas e Rosenstein, 2009). Além disso, as propriedades de CAPs e CPPs
podem coexistir dentro de uma Unica sequéncia peptidica, podendo proporcionar uma
vantagem adicional para o desenvolvimento de agentes anti-proliferativos em células de
mamiferos (Nicolas e Rosenstein, 2009; Schweizer, 2009; Henriques et al., 2006).
Recentemente, Radis-Baptista e colaboradores optaram pela minimizacdo estrutural da
crotamina, preparando dois peptideos derivados sintéticos, que exibem uma localizacéo
preferencial pelo nucleo e nucléolo, (Radis-Baptista GE et al., 2008). Comparando-se a
acao de ambos, crotamina nativa e estes peptideos sintéticos, em varios tipos de células
de tumor, provas in vitro e in vivo, poderd se abrir um leque de possibilidades em
pesquisas clinicas, que permitirdo um melhor entendimento dos mecanismos da
crotamina, principalmente quanto a sua toxicidade seletiva e suas derivacdes sobre
células cancerigenas.

Mais ainda, as potencialidades da crotamina dentro da fisica intrinseca, e propriedades
bioldgicas, derivadas de seu esqueleto estrutural e multi-funcionalidade, se apresentam
como atividades de célula penetrante, antimicrobiana e anti-proliferativa. Devido a
toxicidade seletiva para as células tumorais, mostrada neste estudo, a crotamina fornece
um modelo molecular para a geracdo de novas terapéuticas bem toleradas, com o
minimo de efeitos colaterais e indesejaveis. A crotamina podera translocar para dentro
de células cancerigenas, pequenas sequéncia de materiais genéticos, que uma vez

incorporados ao genoma, podera impedir a duplicacao das células.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho pretendem elucidar ainda mais as atividades
bioldgicas da crotamina, até entdo estudadas.

1. Nesta linha de pesquisa encontramos uma nova atividade para este peptideo, ainda
ndo observada, que € a marcagdo das células tumorais in vivo pela crotamina.

2. Assim sendo, observamos a inducdo da morte celular por crotamina em células
tumorais in vitro.

3. Confirmamos a presenca de crotamina dentro de células de melanomas murinos in
vitro e in vivo.

4. Estabelecemos uma dose de tratamento diario em camundongos implantados,
mostramos sua toxicidade especifica para camundongos, bem como a acdo da crotamina
em retardar a formacdo de tumores e prolongar o tempo de vida dos animais

implantados com melanomas.
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ANEXO I

Distribuicdo de subspecies de Crotalus durissus no Hemisfério Sul.
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ANEXOS III

ABREVIATURAS DOS AMINOACIDOS

Aminoacidos Abreviatura de 3 letras Abreviatura de 1 letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gin Q
Acido glutamico Giu E

Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S

Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T

Triptofano Trp \W4
Valina Vai \%
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