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Abordagens sistémicas em toxinologia: Perspectivas
e implicacées de metodologias 6micas no
estudo de toxinas de venenos de serpentes

Systemic approaches in toxinology: Perspectives and implications
of omic methodologies on the study of snake venom toxins

André Zelanis®

Resumo

Na (ltima década, a utilizacao de técnicas de sufixo “oma” em toxinologia tem se intensificado e possibilitado o entendi-
mento da complexidade dos proteomas dos venenos de diversas espécies de serpentes, bem como do transcriptoma de
glandulas de veneno. As abordagens sistémicas (protedmica e transcriptomica), quando utilizadas em conjunto, apresen-
tam um grande impacto na pesquisa toxinoldgica, sobretudo no que diz respeito aos diversos aspectos bioquimicos e fun-
cionais dos venenos, bem como no entendimento da sua inerente variabilidade. Nesse contexto, um dos principais desafios
é 0 baixo nimero de proteinas de venenos de serpentes disponiveis nos bancos de dados atuais. O recente reconhecimento
do envenenamento ofidico como uma doenca tropical neglicenciada denota a importancia dos estudos sistémicos em
toxinologia. Dessa maneira, o conhecimento do proteoma estrutural e funcional dos venenos fornece importantes infor-
magdes que podem servir de base para o aperfeicoamento dos soros antiofidicos, um dos principais desafios dos paises
em desenvolvimento.
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Abstract

On the last decade the use of omic techniques has been intensified and allowed the understanding of the complexity of
the venom proteome from different snake species. When combined, systemic approaches (proteomics and transcriptomics)
have a remarkable impact on toxinological research, mainly in respect to the biochemical and functional aspects of snake
venoms, as well as in the understanding of their inherent variability. In this context, one of the main challenges is the low
number of protein entries available in current public databases. The recent recognition of snake envenoming as a neglected
tropical disease denotes the significance of systemic studies in toxinology. Thus, the knowledge of structural and functional
snake venom proteomes can serve as basis for anti-venom improvement, one of the main challenges in developing countries.
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Introducéao

A toxinologia ocupa um importante lugar na biolo-
gia contemporanea e foi responsavel por descobertas
de grande impacto na fisiologia e medicina do século
XX. Nesse contexto, o Brasil retine caracteristicas es-
tratégicas: uma biodiversidade tdo vasta quanto seu
territério e uma abundancia de matéria-prima para
qualquer toxinologista: as serpentes e 0s seus venenos.

Foi no fim da década de 40 do século XX que
Mauricio Rocha e Silva e colaboradores, estudando
a patofisiologia do tratamento experimental de caes
com o veneno da serpente Bothrops jararaca, descre-
veram a bradicinina, um peptideo de a¢do hipotenso-
ra responsavel pela estimulacdo da musculatura lisa,
levando a um quadro de hipotensdo nos animais ob-
servados (Rocha e Silva, Beraldo & Rosenfeld, 1949).
A descoberta da bradicinina foi o passo inicial para
o desenvolvimento dos agentes hipotensores atuais,
muitos dos quais tém como protétipo os peptideos
potenciadores de bradicinina isolados de veneno de
serpentes (Camargo, lanzer, Guerreiro & Serrano,
2012). Ensaios com veneno de serpente também
levaram o bioquimico Stanley Cohen a importantes
descobertas: os fatores de crescimento de nervos e
epidermal (NGF e EGE respectivamente), trabalho
que lhe conferiu o prémio Nobel em Medicina em
1986 (Cohen, 1960; Cohen, 2004).

Esses sdo apenas dois exemplos que denotam a
importancia do estudo de moléculas bioativas en-
contradas nos venenos de serpentes. Numa pers-
pectiva histdrica, a toxinologia teve como alicerce a
utilizacdo de técnicas bioquimicas e farmacologicas
tradicionais que ainda hoje sdo amplamente em-
pregadas em diversas areas da biologia. Contudo,
na ultima década, a utilizacdo de técnicas de sufixo
“oma” em toxinologia tem se intensificado e possi-
bilitado o entendimento da complexidade dos vene-
nos das mais diferentes espécies (Calvete, Juarez &
Sanz, 2007; Fox & Serrano, 2008). Nesse contexto,
o conjunto de proteinas dos venenos (proteoma) e
a populacdo de transcritos (transcriptoma) presen-
tes nas glandulas de venenos ocupam lugar de des-
taque nas abordagens 6micas atuais. O termo shake
venomics (do inglés, “vendmica de venenos de ser-
pentes”) foi recentemente criado para designar os
estudos que empregam espectrometria de massas
como uma das principais abordagens metodoldgi-
cas (Calvete, et al. 2007). Uma das grandes vanta-
gens desse tipo de abordagem é a possibilidade de se

realizar andlises em uma escala incomparavelmente
maior do que métodos tradicionais de isolamento e
identificacdo de biomoléculas, como proteinas, DNA
ou RNA, por exemplo (Cloonan & Grimmond, 2008;
Mann & Kelleher, 2008; Mitchell, 2010; Yates, Ruse &
Nakorchevsky, 2009; Zhong, Gerstein, Snyder, 2009).

Abordagens sistémicas em toxinologia

Com o advento recente de metodologias para a
andlise de genomas, transcriptomas e proteomas em
larga escala, a abundancia de dados bioldgicos au-
mentou significativamente, propiciando uma abor-
dagem holistica em toxinologia como alternativa a
uma abordagem cartesiana baseada no isolamento
e identificacdo de toxinas e de suas fungdes. Como
consequéncia, duas abordagens gerais evoluiram
para o entendimento de sistemas biol6gicos em to-
xinologia. Uma delas se refere a estudos correlatos,
nos quais se infere relacionamentos entre genes ou
proteinas e seus mddulos de func¢ido. Esses estudos
podem também incluir a anotacdo de genes e seus
produtos por uma abordagem “guilt-by-association”,
na qual a informacao detalhada sobre a fun¢do de um
gene, proteina, ou sistema, esta disponivel e é trans-
ferida para outros com caracteristicas semelhantes.
A outra abordagem se refere a estudos causais em
que fungdes de biomoléculas ou suas interacdes sdao
diretamente detectadas e documentadas, permitindo
a formulacdo de mecanismos de atividade ou de agao.
Apesar de essas duas abordagens parecerem con-
trastantes, com o avanco das tecnologias 6micas em
genética e bioquimica, elas tém se mesclado nos es-
tudos biolégicos sistémicos mais recentes, possibili-
tando o entendimento de complexos processos biol6-
gicos sob uma perspectiva integrada. Nos dltimos 60
anos, foi notdrio o crescimento das publicacdes em
ciéncias biolégicas que tiveram venenos de serpentes
como foco ou ferramenta de investiga¢do (Figura 1).
A projecdo para esse crescimento é exponencial e,
inevitavelmente, possui estreita relacdo com a utili-
zacdo de abordagens sistémicas.

Embora os venenos de serpentes sejam com-
postos por poucas classes de toxinas, uma dificul-
dade técnica frequentemente relatada nos estudos
protedmicos é a baixa quantidade de sequéncias
de proteinas de venenos de serpentes nos bancos
de dados atuais (Calvete, Juarez & Sanz, 2007; Fox
& Serrano, 2008). Por esse motivo, a interpretacdo
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correspondentes a proteinas de serpentes
ou veneno de serpentes presentes nos bancos
de dados NCBI e UniProtKB
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Figura 1 - Retrospectiva dos ultimos 62 anos de publica-
coes contendo as palavras-chave “snake venom”
Fonte: PubMed, 2012.

manual dos espectros de massas correspondentes
a peptideos de veneno de serpentes é frequente-
mente adotada por pesquisadores na area de toxi-
nologia (Calvete, et al. 2007; Calvete, Sanz, Angulo,
Lomonte, & Gutiérrez, 2009). A Tabela 1 apresen-
ta um levantamento recente do niimero de entra-
das (sequéncias de proteinas) correspondentes a
proteinas de serpentes e proteinas de venenos de
serpentes disponiveis em dois dos bancos de da-
dos mais utilizados em protedomica: o banco “ndo
redundante” do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Estados Unidos) e o Universal
Protein Resource Knowledgebase (UniProtKB, uma
colaboracdo entre institutos de pesquisa do Reino
Unido, Suica e Estados Unidos).

Embora ndo figure na Tabela 1, quando o iden-
tificador utilizado é a palavra serpentes, a maioria
das proteinas presentes nos bancos de dados ana-
lisados ndo sdo correspondentes a toxinas, mas a
outras proteinas de serpentes, como hemoglobina,
citocromo C, proteinas envolvidas em processos me-
tabodlicos, dentre outras. Um refinamento da busca
utilizando as palavras snake venom resulta em pou-
co mais de 4.100 entradas no NCBI e quase 2.150
no UniProtKB. Esse baixo nimero, em comparagao
com aquele verificado para vertebrados conside-
rados “espécies-modelo” da ciéncia, como camun-
dongos (Mus musculus, 268.032 sequéncias-NCBI;
84.057 sequéncias- UniProtKB) e o chimpanzé (Pan
troglodytes, 44.606 sequéncias-NCBI; 75.338 sequ-
éncias-UniProtKB; acesso em 03/05/2012), asso-
ciado ao desconhecimento do genoma completo de
alguma espécie de serpente, denota a importancia
de estudos referentes ao transcriptoma da glandula
de veneno, bem como do proteoma dos correspon-
dentes venenos.

Identificador” NCBI UniProtKB"
28.065 16.452 (2.130)
4.104 2.148 (1.405)

Serpentes

Snake venom

Fonte: NCBI, 2012; UniProtKB, 2012.

Legenda: " Palavra-chave utilizada na busca; * 0 UniProtkB compreende uma compilacdo de
dois grandes bhancos: o TrEMBL e o Swiss-Prot. Os valores representam o nimero
de sequéncias cuja anotacao é automatica e ndo revisada (TrEMBL database). Os
valores entre parénteses representam o niimero de sequéncias cuja anotacao é

manual e revisada (Swiss-Prot database).

Aplicacées e implicacbées de abordagens
sistémicas em toxinologia

O envenenamento ofidico foi recentemente re-
conhecido como uma doenga tropical negligencia-
da (Williams, Gutiérrez, Harrison, Warrel, White,
Winkel, et al. 2010). E considerado uma doenca ocu-
pacional, acometendo diversos trabalhadores ru-
rais, principalmente em paises em desenvolvimento,
onde o acesso ao soro antiofidico é precario ou até
mesmo inexistente (Warrell, 2010). Considerando a
mortalidade dos casos (que varia de 20 a 125 mil
por ano no mundo), o envenenamento ofidico chega
a figurar entre as doengas tropicais negligenciadas
de maior mortalidade (Williams, et al. 2010), o que
denota sua grande importancia no ambito da saude
publica. Nesse cenario, o estudo dos venenos ofidi-
cos é de extrema importancia, pois fornece os sub-
sidios para o entendimento dos alvos-moleculares
das toxinas, aspectos fisiopatoloégicos do envene-
namento, além de auxiliar no desenvolvimento dos
correspondentes antivenenos.

A sintese proteica na glandula de veneno esta su-
jeita a complexos processos de regulacido da expres-
sdo génica/proteica inerentes aos sistemas eucario-
ticos. Além dos processos bioquimicos responsaveis
pela geracao de diversidade protedmica/transcripto-
mica, ha que se considerar também a influéncia de
outros fatores, como a idade do animal, o sexo, a dis-
tribuicdo geografica, a dieta, dentre outros. Pode-se
atribuir a esse conjunto de fatores a base molecular
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da variabilidade verificada nos venenos das mais di-
versas espécies de serpentes.

Um exemplo recente da aplicacdo de metodo-
logias 0micas em toxinologia pode ser verificado
numa série de trabalhos resultantes dos estudos de
caracterizacdo funcional, proteoma e peptidoma do
veneno e transcriptoma da glandula de veneno da
serpente sul-americana Bothrops jararaca (Zelanis,
Andrade-Silva, Rocha, Furtado, Serrano, Junqueira-
de-Azevedo, et al. 2012a; Zelanis, Serrano, Reinhold
& Vernon, 2012b; Zelanis, Tashima, Pinto, Paes-Leme,
Stuginski, Furtado, et al. 2011; Zelanis, Serrano,
Reinhold & Vernon, 2010).

A mudanga de dieta que ocorre durante a onto-
genia de B. jararaca ja havia sido investigada exten-
sivamente por herpetdlogos brasileiros (Martins,
Marques & Sazima, 2002), contudo pouco se conhe-
cia sobre o proteoma dos venenos nessas duas fases
ontogenéticas tdo distintas. Utilizando metodologias
complementares em protedmica e espectrometria de
massas, associadas a catalogacdo da populagdo de
transcritos presentes na glandula de veneno de fi-
lhotes e adultos de B. jararaca, nosso grupo demons-
trou que existe um evidente rearranjo no proteoma
dos venenos que acompanha as alteragcdes no tipo
de dieta consumida pelos animais em fases distintas
de vida. E pertinente mencionar, ainda, que o veneno
dessa espécie compde 50% do pool de imunizacdo
dos cavalos na producdo do soro antibotrépico na-
cional produzido pelo Instituto Butantan, entretan-
to, ndo ha a participa¢do do veneno de filhotes nes-
sa mistura de imunoégenos. Em um trabalho recente,
Antunes, Yamashita, Barbaro, Saiki e Santoro (2010)
mostraram o baixo titulo de anticorpos do soro anti-
botrépico produzido pelo Instituto Butantan contra
proteinas do veneno de filhotes de B. jararaca em
comparagao ao veneno de adultos.

Consideracgdes finais

Embora uma descricio detalhada das diversas
formas de andlise de dados em biologia sistémica fuja
do escopo deste ensaio, cabe salientar que um dos
atuais desafios é equilibrar a velocidade de geracdo
de dados com a de sua interpretacdo, uma tarefa nem
sempre trivial. Nesse processo critico e minucioso de
andlise ou, ainda, de “minera¢ido” dos dados, a rele-
vancia dos achados se torna evidente apenas quan-
do se conhece o contexto bioldgico no qual o modelo

estudado esta inserido; caso contrario, os dados en-
contrados por meio de abordagens 6micas podem fa-
talmente constituir apenas catdlogos de proteinas ou
transcritos. Embora os mais diversos equipamentos
e programas computacionais de andlises de dados te-
nham uma participacdo indiscutivel em biologia sis-
témica, ainda cabe ao pesquisador o julgamento e a
interpretacdo dos resultados a luz da biologia.
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