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EDITORIAL

Prezados Colegas,

Novo ano e nova diretoria da SBTx!

Nés - Denise, Matheus, Gisele, Luis Roberto e Inacio - ja estamos trabalhando com afinco como
chapa eleita em 2015 para dirigir a SBTx. Como apontado em nossa proposta de chapa,
pretendemos atuar como uma diretoria de transi¢do, incentivando os jovens toxinologistas a

assumirem a nossa querida Sociedade Brasileira de Toxinologia.

A diretoria, nestes trés primeiros meses de gestdo, atuou em varias frentes, sendo que questdes
formais como registro da ata da assembleia de 2015 e transferéncia bancaria, com a titularidade

da nova diretoria, ja foram concluidas.

Como acordado na Assembleia Extraordindria de novembro de 2015, a diretoria da SBTx
encaminhou a CAPES uma mocgdo de apoio ao edital CAPES de Toxinologia, redigida pelos
coordenadores de projetos ligados ao programa. Em resposta, a CAPES informou que uma vez
gue os projetos aprovados no Edital Toxinologia 2011 ainda se encontram vigentes, um novo
edital poderd somente ser lancado, talvez, em 2017. Ainda atendendo a resolucdes da
Assembleia, a tesouraria entrou em contato com todos os associados inadimplentes e com isso

ja temos atualizado o quadro de sdcios ativos da SBTx.

Nestes primeiros meses de 2016, participamos de varios eventos, como o da san¢ao do PLC
77/20 que instituiu o Codigo Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo, e que ocorreu em
11/01/2016 no Palacio do Planalto em Brasilia. A Dra Mariana Castro nos representou nesta
solenidade. A SBTx, representada pelo Dr. Inacio Junqueira de Azevedo, também esteve

presente na reunido ocorrida na sede da SBPC em S3o Paulo para debater a proposta de



¢ _
S B T T OXI ns lghts Boletim Eletrdnico da SBTx - Mar¢o, 2016 - no.16

Sociedade Brasileira de Toxinologia

Estratégia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (Encti) 2016-2019, junto com o Secretario

de Politicas e Programas de Pesquisa e Desenvolvimento do MCTI.

Ainda participamos nas reunides da organizacdo do proximo congresso da FeSBE que ocorrera
em agosto de 2016 em Foz do lguacu. E por falar em evento, ja estamos pensando no nosso

préximo Congresso que devera acontecer no primeiro semestre de 2017, em Natal. Reservem

suas agendas!

Neste novo volume do nosso boletim, como sempre, vocés encontrardo comentario sobre

artigo cientifico, informacgdes sobre eventos, cursos e noticias da SBTx Jovem.

Boa leitural

TOXINOLOGY2015
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TOWARDS KNOWLEQGE AND INNOVATION e e e g
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It CONGRESS OF THE BRAZILIAN
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Assembleia extraodinaria da SBTx, em novembro de 2015.
Foto: Dr Rafael Porto, Instituto Butantan
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NOTAS DE IMPACTO

Comentario sobre o artigo feito pelas Dras. Suely Gomes de Figueiredo e Juliana Barbosa Coitinho,
professoras do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal do Espirito Santo,
Laboratério de Quimica de Proteinas (LQP).

Stonefish toxin defines an ancient branch of the perforin-like superfamily
Ellisdon, A.M. et al, 2015, PNAS, v.112, no 50, 2015

Os peixes representam mais da metade das espécies dos vertebrados venenosos e frequentemente
estdo envolvidos em acidentes humanos. No entanto, as peconhas destes animais sdo
comparativamente menos estudadas que as de outros organismos, provavelmente devido a dificuldade
de obter os espécimes, mas principalmente a natureza labil de seus componentes que é caracteristica
inerente destes venenos. Os peixes marinhos escorpeniformes sdo 0os mais venenosos, de acordo com a
morfologia de seu aparato venenoso, que consiste de espinhos dorsais e anais onde estdo contidas
glandulas ou células produtoras do veneno, sdo classificados em trés géneros: Synanceia (peixe pedra)
mostrado na Figura 1A, Pterois (peixe ledo), Scorpaena (peixe escorpido).

Os sintomas mais pronunciados do envenenamento por estes peixes sdo a dor excruciante, edema
persistente, e, dependendo da espécie, podem ocorrer também desordens cardiorrespiratérias, como
disturbios eletrocardiograficos, arritmias, taquicardia, hipotensao e dificuldades respiratdrias. Apesar de
severos, os sintomas do envenenamento raramente sdo fatais. Dados da literatura sugerem que os
efeitos cardiovasculares e inflamatérios destes venenos podem ser atribuidos a acdo de uma unica
proteina, com atividade hemolitica/citolitica, denominada "fator letal" ou “citolisina multifuncional”.

As citolisinas stonustoxin (SNTX), trachynilysin (TLY) e S. plumieri cytolytic toxin (Sp-CTx) ja foram
isoladas do veneno dos peixes Synanceia horrida, S. trachynis e do peixe escorpido brasileiro Scorpaena
plumieri respectivamente. Estas apresentam alta massa molecular e natureza dimérica. SNTX é um
heterodimero de ~150 kDa formado por duas subunidades (SNTX-a e SNTX-B), e, como TLY e Sp-CTx,
induz atividade hemolitica por um aparente mecanismo de formag¢do de poro, mecanismo esse
relativamente raro em eucariotos.

Este artigo traz avancos significativos na caracterizacdo da estrutura da stonustoxin (SNTX), o fator letal
da peconha do peixe pedra (Synanceia horrida). Supreendentemente, os autores mostraram que esta
toxina pertence a um ramo da superfamilia “perforin-like”. A estrutura tridimensional da SNTX foi
determinada por cristalografia de raios X (resolucdo de 3,1 A) mostrada na figura 1B. O modelo
cristalografico confirmou sua natureza heterodimérica e permitiu aos autores inferirem que a SNTX é
membro de uma superfamilia de proteinas formadoras de poros.

Para avaliar a presenca de dominios com fun¢des conhecidas, foi realizada uma pesquisa por
similaridade estrutural que revelou a presenc¢a de quatro dominios em cada membro do heterodimero:
(i) Dominio N-terminal MACPF/CDC (residuos 1-265) homdlogo ao complexo perforina de ataque a
membrana/citolisina dependente de colesterol (“Membrane Attack Complex-Perforin/Cholesterol-
Dependent Cytolysin”). Este dominio é encontrado em varias espécies e representa uma superfamilia de
toxinas formadoras de poros; (ii) Dominio FAT (residuos 266-385) com alta similaridade estrutural com o
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dominio FAT (“focal adhesion-targeting”) da cinase-1 de humanos. Este é encontrado em varias
proteinas e desempenha um papel na montagem de complexos de sinalizagdo; (iii) Dominio THX
(residuos 386-517), com alta similaridade estrutural com a tiorredoxina-3 (THX-3) de Saccharomyces
cerevisae, mas que, em SNTX, ndo possui os residuos cataliticos, o que sugere um papel estrutural e (iv)
Dominio C-terminal (residuos 518-703) que é similar ao dominio PRYSPRY membro da familia motivo
tripartido (TRIM) que participa do reconhecimento imune em bactérias e virus intracelulares. Este
dominio na SNTX tem localizagdo distal ao dominio MACPF/CDC (Figura 1B).

PRYSPRY

Figura 1. O peixe pedra (Synanceia horrida) possui nos seus espinhos um fator letal, a stonustoxin (SNTX). (A) O
peixe S. horrida destacando seus espinhos dorsais. (B) Estrutura tridimensional de SNTX evidenciando os dominios
MACPF/CDC, FAT, THX, PRYSPRY e os dois grupos de hélices transmembranas TMH-1 e TMH-2. (C) Modelo do pré-
poro de SNTX calculado por extrapolagdo da simetria rotacional interna de 18° entre as subunidades SNTX-a e
SNTX-B. (Adaptado do préprio artigo - Ellisdon, A.M. et al, 2015).

A andlise estrutural revelou que as subunidades (a e B) interagem paralelamente ao longo de seu eixo
longitudinal e permitiu definir as bases moleculares do mecanismo funcional de SNTX.

A presenca do dominio MACPF/CDC sugeriu que, semelhante as proteinas MACPF/CDC, SNTX forma um
grande poro oligomérico supramolecular nas membranas. Usando microscopia eletronica de
transmissdo, os autores obtiveram evidéncias diretas que a SNTX forma poros grandes de formato anelar
em eritrécitos de coelho. Tomados conjuntamente, estes dados permitiram aos autores classificar esta
toxina como uma genuina proteina formadora de poros da superfamilia MACPF/CDC. O dominio
MACPF/CDC na SNTX consiste de uma folha-B antiparalela com quatro fitas (B1 = 4) altamente torcidas
gue empacotam dois grupos de a-hélices denominados hélices transmembranas TMH 1 e 2 (Figura 1B).

A andlise da distribuicdo superficial mostrou uma complementaridade de cargas na interface das fitas B4
e B1 dos dominios MACPF/CDC nos monbmeros SNTX-a (carregada positivamente) e —B (carregada
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negativamente), com formacdo de uma grande e continua folha-B entre as subunidades. Este arranjo
estd de acordo com a complementaridade entre mondmeros de MACPF/CDC descritos para outras
perforinas, que direcionam eventos iniciais de oligomerizacdo para a formagdo do poro, ou seja, a
montagem do pré-poro.

Os autores ainda sugeriram que o dominio PRYSPRY (Figura 1B) das subunidades é o responsavel pela
interacdo inicial da SNTX com uma superficie celular. De forma consistente com essa funcdo, na
estrutura de SNTX, esse dominio situa-se em sua base exposta ao solvente, em posicdo analoga aos
dominios Ig e C2 de CDC e perforinas, que medeiam as interacdes proteina-proteina e proteina-lipideo
no reconhecimento de patégenos em proteinas imune TRIM.

A andlise estrutural da forma dimérica da SNTX forneceu uma visdo do mecanismo da montagem do pré-
poro da SNTX. De acordo com os autores, o evento de oligomerizacdo requer interacGes entre a
interface das subunidades beta de uma SNTX com a alfa da parceira e uma simetria rotacional de 18°é
necessaria para o alinhamento completo destas subunidades. Quando extrapolada, a simetria rotacional
evidencia a formacdo de um pré-poro com 20 subunidades SNTX, ou seja, um pré-poro com 10
heterodimeros SNTX-a/B que se alinham ao longo de um plano horizontal, cujos didmetros interno e
externo concordam com as imagens do poro de SNTX em eritrdcitos de ratos. Semelhante ao que ocorre
entre as subunidades (a - B), a oligomerizacdo é dirigida por complementaridade de cargas das
superficies que interagem.

Algumas mudancas conformacionais na SNTX foram sugeridas pelos autores para possibilitar a
oligomerizagdo dos heterodimeros. A interagdo entre os dominios MACPF/CDC leva ao estiramento das
hélices nas regidoes transmembranares (TMH-1 e -2) permitindo a formac¢do de uma folha-B continua que
constitui o B-barril do poro (Figura 1C). Além disto, o0 modelo proposto mostrou somente poucos
confrontos estéricos entre os heterodimeros, sendo necessario para a montagem do pré-poro apenas
um rearranjo em um loop existente entre SNTX- B e uma hélice do feixe TMH-2 de SNTX-a. Consistente
com essa alteracdo conformacional, estudos prévios de mutagénese em regido equivalente ao loop
mostraram que a mobilidade dessa regido é essencial para a formacdo inicial do dimero estavel e,
consequentemente, dos eventos de oligomerizagao subsequentes.

Os autores também mostraram por meio de andlises de sequéncia e filogenéticas que proteinas SNTX-
like foram identificadas em uma ampla variedade de espécies venenosas e ndo venenosas representando
um terceiro ramo extenso e antigo da superfamilia de proteinas MACPF/CDC. Isso sugere um papel
ancestral comum de SNTX além do conhecido no veneno secretado, como, por exemplo, algum papel
imunolégico devido a presenca do dominio PRYSPRY.

Portanto, esse artigo revelou de forma muito interessante ndo somente a estrutura tridimensional do
heterodimero SNTX, mas também demonstrou pela primeira vez, evidéncia direta de que esta toxina é
formadora de poros, estabelecendo o arranjo estrutural para a formacgdo desse poro. Além disso, os
autores sugerem a possibilidade de que SNTX forme poros em células de uma variedade de tecidos,
podendo esta propriedade estar associada com varias consequéncias fisiolégicas do envenenamento
como atividade hemolitica, edema, aumento da permeabilidade vascular e dano muscular. Esta ultima
sugestdo estd de acordo com dados da literatura descritos para as toxinas TLX e Sp-CTx. O
reconhecimento de que as toxinas SNTX-like possuem o dominio MACPF/CDC, formador de poros,
fornece bases experimentais para estudos futuros com outras toxinas encontradas em espécies de
peixes relacionadas e de outros vertebrados.
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Toxinologinem Foco: Sistema CRISPR-Casg € a ediciio de genomas

e

A O termo CRISPR é a abrevuac;ao de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, ele
,representa um grupo especifico de regites do DNA com sequéndas palindrémicas e repetidas, e a palavra Cas9
/ se refere a uma nuclease guiada por RNA (CRISPR Associated protein 9). Este mecanismo faz parte do sistema
imune adaptativo microbiano que tem como fungdo a remocdo de material genético de patdgenos do seu
genoma. A habilidade da enzima Cas9 de cortar regites especificas de DNA & consequéndia do pareamento de
sua molécula de RNA guia com uma regido complementar no DNA.

A manipulagdo da sequéncia de nucleotideos do RNA guia possibilita que a agdo da Cas9 seja
direcionada a um determinado ponto de interesse. Uma vez realizada a quebra nas duas fitas de DNA, o
sistema de reparo de DNA é acionado e é neste ponto em que ocorre a “edi¢cdo” da sequéndia de nucleotideos.
A partir deste momento o reparo das moléculas de DNA podem seguir dois caminhos: reparo por
nonhomologous end join (NHEJ) ou por homology-directed repair (HDR). O reparo por NHEJ & uma via com
maior propensdo a erros por consequéncia da auséncia de template para o reparo, logo o processo deixa
“cicatrizes” na forma de mutagbes por insercdo ou delecdo. O método HDR apresenta alta fidelidade por usar
um molde para o reparo do DNA, possibilitando a insercdo de sequendas no local desejado. De forma
resumida, o sistema CRISPP-Cas9 permite edigbes que vdo desde modificagdes pontuais a insercao de novas
sequéncias.

Apesar de promissora, a aplicagdo desta tecnologia em certos modelos é permeada por questdes éticas
e morais. Tal discussdo se amplificou com a publicagdo em maio de 2015, na revista Protein & Cell, por um
grupo que utilizou a tecnologia CRISPR para editar um gene em embrites humanos. Entretanto, esta témica
também pode ser utilizada em modelos de estudos com regimentos ético e cientifico definidos, por exemplo,
no desenvolvimento de linhagens celulares com alteragtes em algum gene chave que permita a eluddagédo do
mecanismo de acdo e/ou aplicagdo de toxinas animais como agentes terap&uticos.

Para saber mais:

Ran, F A, Hsu, P. D, anht ., Agarwala, V., Scott, D. A, & Zhang, F. (2013). Genome engineering using the CRISPR- |
Cas9 system. Nature Protocols, 8(11), 2281-2308. http://doi.org/10.1038/nprot.2013.143 Yi
Liang, P. (2015). CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human tripronuclear zygotes. Protein & Cell._::
http://doi.org/10.1007/s13238-015-0153-5 /"'
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Conteudo e como contribuir com material para divulgagdo

Com o objetivo de criar um veiculo de comunicacao rapida e objetiva com seus sécios, a SBTx
publica o boletim informativo ToxInsights que é enviado trimestralmente a cada sdcio por email.
Gostariamos de contar com ampla contribuicdo dos sdcios da SBTx para compor os seguintes
conteudos do Boletim:

- Times em Destaque: Apresentacdo de grupos de pesquisa em Toxinologia. Deverd conter a
descricdo do grupo, linhas de pesquisa e principais contribuicdes (maximo de 300 palavras;
nomes dos componentes do grupo; foto do grupo; informacdes para contato). Solicitamos que
os grupos enviem informacgdes para sbtx@butantan.gov.br;

- Notas de Impacto: Comentdrio por um especialista sobre um ou dois trabalhos recentes
publicados em Toxinologia (mdximo de 1000 palavras para cada trabalho). Solicitamos que os
interessados em redigir comentdrios sobre publicacdes recentes e relevantes na area, que
foram publicadas por outros pesquisadores, enviem suas propostas para sbtx@butantan.gov.br;

- Anuncios de eventos;

- Anuncios de patrocinadores.
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AGENDA DE EVENTOS

CONGRESSOS E CURSOS INTERNACIONAIS

682 Reunido Anual da SBPC

Julho, 3a9, 2016

Porto Seguro, BA
http://www.sbpcnet.org.br/portoseguro/home/

Gordon Research Conference - Microbial Toxins & Pathogenicity
Julho, 10-15, 2016

Waterville Valley, NH, EUA
https://www.grc.org/programs.aspx?id=11641

XXXI Reunidao Anual da FeSBE
Agosto, 29 a 1° de setembro de 2016
Foz do Iguacgu, PR
http://fesbe2016.fesbe.org.br/

12th Congress of the Pan-American Section of the International Society on Toxinology
Setembro, 18 a 23, 2016

Miami Beach, FL, EUA

http://www.ist2016.com/

10th International Conference on Toxic Cyanobacteria
Outubro, 23-28, 2016
Wuhan, China http://www.ictc10.org/dct/page/1



