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Resumo

Souza AF. Caracterizacdo de Metaloproteinases PIIlI a partir do DNA gendémico
de Bothrops jararaca [Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2011.

O veneno de Bothops jararaca contém uma série de componentes, entre eles
as metaloproteinases hemorragicas jararagina e bothropasina. Os cDNAs
dessas toxinas mostram 97% de identidade. As diferencas, distribuidas ao
longo de seus cDNAs, sugerem que estes mRNas n&o resultam de splicing
alternativo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os genes codificadores da
jararagina e bothropasina pela identificagdo de exons e introns no DNA
gendmico. DNA foi extraido do sangue de um exemplar de B. jararaca; 0s
primers para PCR foram baseados nos cDNAs publicados. Os produtos de
amplificacéo foram clonados e sequenciados revelando a sequéncia dos genes
TOX1 com 12535 pb e TOX2 com 12268 pb. Quatorze exons e treze introns
foram identificados em ambos os genes. Comparagcdo entre as sequéncias
mostrou pontos de mutacao, insercdes e delecdes nos exons, e principalmente
nos introns dos dois genes. Este constitui o primeiro relato na literatura sobre a
identificacdo de exons e introns nos genes codificadores de jararagina e

bothropasina.

Palavras chaves: Veneno. Genes de metaloproteinases. Introns. Exons.

Bothrops jararaca.



Abstract

Souza AF. Characterization of Metalloproteinases PIllI from genomic DNA of
Bothrops jararaca [Master Thesis (Biochenology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

The Bothops jararaca venom contains a number of components, including
hemorrhagic metalloproteinases as jararhagin and bothropasin. The cDNA of
these toxins show 97% identity. The differences distributed along the cDNAs
length suggest that these mMRNAs do not result from alternative splicing. This
study aimed to characterize the genes that encode for jararhagin and
bothropasin through the identification of exons and introns in genomic DNA.
DNA was extracted from the blood of a B. jararaca specimen; PCR primers
were based on published cDNA sequences. Amplification products were cloned
and sequenced revealing the TOX1 gene is about 12,535 bp long, and TOX2 is
12,268 bp. Fourteen exons and thirteen introns were identified in both genes.
Comparison of the sequences showed point mutations, insertions and deletions
in exons, and particularly in introns. This is the first report in the literature on the
identification of exons and introns in genes encoding for jararhagin and

bothropasin.

Keywords: Venom. Metalloproteinases genes. Introns. Exons. Bothrops

jararaca.
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1 INTRODUCAO

1.1 Composicao do veneno

O veneno € produzido por um par de glandulas especializadas localizadas no
maxilar das serpentes. Seus componentes parecem ser bastante comuns e similares
uns aos outros dentro da mesma familia. Toxinas neurotdxicas sdo geralmente
encontradas nos venenos de Hydrophidae e Elapidae, causando morte por bloqueio
da transmissao neuromuscular. J4 as serpentes das outras familias, Viperidae e
Crotalidae, causam choque, coagulacéo intravascular, hemorragia local e sistémica,
edema e necrose tecidual, devido a acdo de toxinas hemorragicas e mionecroticas
(Bjarnason e Fox, 1995; Fox e Serrano, 2005).

Os constituintes inorganicos dos venenos incluem: calcio, cobre, ferro,
potassio, magnésio, manganés, sodio, fosforo, cobalto e zinco. A presenca e
guantidades destes metais nos venenos variam de acordo com a espécie. Acredita-
se que a funcdo de alguns destes componentes, tais como calcio, magnésio e
manganés, seja contribuir para a estabilizacdo de proteinas do veneno, enquanto
outros, como zinco, cobre, ferro e cobalto, participam de mecanismos cataliticos de
determinados componentes enzimaticos presentes no veneno, tais como as
metaloproteinases (Bjarnason e Fox, 1995).

Os principais componentes encontrados no veneno de Bothrops jararaca sao:
fosfolipases, lectinas, serinoproteases, desintegrinas, peptideos potenciadores da
bradicinina e metaloproteinases (Russel et al., 1981; Tu, 1988).

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo enzimas lipoliticas, que produzem
lisofosfatideos, acidos graxos livres (principalmente o acido aracdbnico) e
mediadores pro-inflamatoérios como PAF (Fator Ativador de Plaquetas) (Ohno et al;
2003). O veneno de B. jararaca apresenta uma baixa atividade fosfolipasica quando
comparada ao veneno de outras espécies do género Bothrops (Moura-da-Silva et
al., 1991).

As Lectinas tipo-C séo proteinas ndo-enzimaticas que se ligam a mono e
oligossacarideos, encontradas em diversos animais. Sdo geralmente proteinas de

dominios mdultiplos que contém uma ou mais copias de uma sequéncia de
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aproximadamente 120 aminoacidos, altamente conservada, denominada dominio
reconhecedor de carboidrato (CRD). Na presenca de Ca®", as lectinas tipo-C iniciam
uma gama de processos bioldgicos como adesdo, endocitose e neutralizagdo de
patégenos. As lectinas tipo-C do veneno de serpentes, contém os CRDs, portanto
ligam-se somente a acucares (Weis et al., 1998).

As serinoproteases presentes no veneno botrépico sdo caracterizadas
principalmente por atuarem sobre o fibrinogénio, e sdo chamadas de tipo-trombina.
Hidrolisam somente a regido N-terminal da cadeia Aa do fibrinogénio, liberando
apenas o fibrinopeptideo A, diferentemente do que ocorre com a trombina enddgena
que atua também na cadeia BB do fibrinogénio, liberando o fibrinopeptideo B
(Kamiguti e Sano-Martins, 1995).

Os Peptideos Potenciadores da Bradicinina (BPPs) sdo uma classe de
inibidores naturais da enzima conversora da angiotensina (ACE), que apresentam
efeito anti-hipertensivo. A ACE € uma peptidase presente na membrana
citoplasmatica de células endoteliais responsavel pela conversdo de angiotensina |

em angiotensina Il e pela degradacéo da bradicinina (Orning et al., 1991).

1.2 Metaloproteinases de venenos (SVMPSs)

As SVMPs (Snake Venom Metalloproteases) sdo membros da superfamilia
das proteases dependentes de zinco, as chamadas zinco-metaloproteinases,
dividida conforme a estrutura primaria de seus sitios cataliticos em (Hopper, 1994):

- Zincinas: possuem a sequéncia HEXXH como motivo de ligagdo ao zinco.
- Inverzincinas: possuem um motivo invertido da ligacéo ao zinco, HXXEH.
- Carboxipeptidase: com motivo de ligacao ao zinco HXXE.
- DD-carboxipeptidases: com motivo de ligagcéo ao zinco HXH.
As SVMPs pertencem ao subgrupo das reprolisinas, caracterizadas por

possuirem um residuo de acido aspartico apos a terceira histidina ligante de zinco
(Fig. 1).
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Figura 1. Familia das zinco-metaloproteinases
Fonte: Hooper, 1994.

As SVMPs tém sido associadas as atividades hemorragicas, fibrinoliticas e
inibidoras da agregacao plaquetaria, decorrentes do envenenamento (Bjarnason e
Fox, 1995). A hemorragia é causada pela acdo das metaloproteinases que
degradam o colageno e outros componentes da lamina basal dos vasos capilares.
Como consequéncia o0s capilares sdo rompidos, promevendo equimose e
sangramento. O veneno possui uma agao sobre os fatores de coagulacéo, alterando
o tempo de coagulacdo. Os venenos do género Bothrops dimunuem o tempo de
coagulacédo, por atuarem sobre os fatores da cascata de coagulacdo e sobre a
trombina (Queiroz e Petto, 1984; Baramova et al., 1990).

O edema local € outra tipica manifestacdo de envenenamento bothrépico,
independente da via de inoculacdo. O edema € acompanhado de dor, que pode
variar de discreta a intensa. Isto é causado, provavelmente, pela combinacdo de
elementos tais como: efeito direto do veneno sobre os vasos e liberacdo de
mediadores endégenos como histaminas, cininas e prostaglandinas devido a agéo
dos componentes dos venenos sobre os mastdcitos, cininogénios e fosfolipidios,
respectivamente. Em alguns casos, o edema € responsavel pela elevacdo da
pressao intersticial hidrostatica nos compartimentos musculares. Além da sua acao
sobre células musculares e microvasculatura, o veneno bothrépico também afeta
artérias, causando trombose e lesdo das paredes arteriais. Lesédo arterial causa
isquemia e futura necrose, também afetando os nervos intramusculares (Barravieira,

1994).
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As metaloproteinases fibrinoliticas ndo hemorragicas também foram descritas
em muitos venenos, como a Proteinase J, que esta presente no veneno botrdpico, e
€ um exemplo de metaloproteinase dependente de zinco que nao apresenta
atividade hemorragica (Hite et al., 1994; Tanizaki et al., 1989).

A andlise comparativa da estrutura primaria das metaloproteinases
hemorragicas e ndo hemorragicas de venenos de serpentes evidencia um alto grau
de similaridade e ndo fornece nenhum indicio para elucidag&o de caracteristicas que
justifiguem a especificidade por um determinado substrato ou a presenca/auséncia
de atividade hemorragica (Terada et al., 1999). Em vista disso, os efeitos
hemorragicos podem estar associados ndo somente com a estrutura protéica da
SVMPs, mas podem estar relacionados com algumas modificagdes pos-traducionais
(Bjarnason e Fox, 1995).

As hemorraginas podem ser divididas em dois grupos baseados em seu
tamanho: pequenas (~25 KDa) e grandes (~90 KDa). As duas hemorraginas
principais do veneno de B. jararaca sao a jararagina e a bothropasina, descritas por
Paine et al. (1992) e Mandelbaum et al. (1982), respectivamente.

Recentemente uma nova classificacdo das SVMP foi proposta baseando-se
nas caracteristicas dos precursores das metaloproteinases de venenos, bem como
nos produtos gerados a partir desses precursores ap0s modificacbes poés-
traducionais durante o processo de sintese (Fox e Serrano, 2008) (Fig. 2).

A biossintese dos venenos de serpentes ocorre em glandulas especializadas,
onde a maioria das proteinas € sintetizada no citoplasma das células secretoras.
Estas proteinas vao para o reticulo endoplasmatico rugoso, onde perdem o peptideo
sinal e assumem sua forma proteica através da formacdo de pontes de dissulfeto,
glicosilacdo e multimerizacdo, como a dimerizacdo de desintegrina (P-lld/P-lle) e
adicdo de dominios tipo-lectina (P-11ld). No complexo de Golgi estas proteinas sao
transportadas em vesiculas até o limen da glandula secretora, onde a acidificacdo
do meio e de um tripeptideo de pyrol-glutamato, provavelmente inibem a atividade
proteolitica destas enzimas no limen da glandula mantendo a integridade celular
das proteinas do veneno (Fox e Serrano, 2008; Marques-Porto et al., 2008).

Podemos encontrar no veneno proteinases maduras resultantes da
biossintese de precursores da classe P-la, formada pelo dominio catalitico contendo
a sequéncia estendida para a ligacdo do atomo de zinco com massa molecular entre

20 e 25 KDa. Estas proteinases apresentam um numero variavel de cisteinas na sua



18

sequéncia (4 a 7 residuos), formando de 2 a 3 pontes dissulfeto. Algumas
metaloproteinases pertencentes a este grupo sao: atrolisina-C e BaP1, e etc (Fox e
Serrano, 2008).

A classe P-ll possui o peptideo sinal, pr6-dominio, dominio desintegrina na
porcado carboxil do dominio catalitico. Estes precursores podem gerar proteinas
maduras formadas somente pelo dominio catalitico ou somente o dominio tipo-
desintegrina (P-lla), como a Atrolisina-E, e também proteinas que conservam o
dominio desintegrina na proteina madura como as metaloproteinases jerdonitina
(monomérica classe P-llIb) e bilitoxina-1 (dimérica classe P-lic). Estes precursores
podem gerar desintegrinas verdadeiras, contendo a sequéncia RGD (Arg-Gli-Asp),
como na Controtrostatina e a Acostatina, desintegrinas homodimeras e
heterodimeras, das classes P-lid e P-lle, respectivamente (Fox e Serrano, 2008)
(Fig. 2).

As proteinases classe P-Ill ttm massa molecular entre 50 e 110 KDa que
apresentam na sua forma madura os dominios: catalitico, tipo-desintegrina e rico em
cisteina na regido C-terminal (Bjarnason e Fox, 1995). Podem apresentar-se na
forma monomeérica (P-llla) como a jararagina, bothropasina e HF3 e também na
forma dimérica (P-llic), como VAP1 (Fox e Serrano, 2008).

Ainda podemos encontrar no veneno uma proteina madura composta
somente pelos dominios tipo-desintegrina e rico em cisteina, formada pelo
processamento proteolitico de precursores da Jararagina da classe P-llla, como a
Jararagina-C (Moura-da-Silva et al., 2003; Fox e Serrano, 2008).

A antiga classe P-IV, hoje denominada de classe P-llld, € composta por
enzimas que apresentam uma cadeia contendo os dominios encontrados nas
proteinases da classe P-Ill, e mais duas cadeias de lectinas ligadas ao dominio rico
em cisteina por pontes de dissulfeto. Sdo representantes destas classes as
proteinases: RVV-X (Russell’s viper venom factor X) e VLFXA (Vipera lebetina
venom factor X activator), ambas com atividade de ativacdo do fator X da

coagulacéo (Fox e Serrano, 2008) (Fig. 2).
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Figura 2. Estrutura dos multi-dominios das metaloproteinases. A esquerda, SVMP na forma
inativa, a direita na forma madura. Verde escuro: peptideo sinal, cinza: pré-
dominio, lilas: dominio metaloproteinase, vermelho: espacador, marrom: tipo-
desintegrina, verde claro: rico em cisteina, azul: lectina.

Fonte: Fox e Serrano, 2008.

A estrutura molecular das metaloproteinases classe P-llIl pode ser composta
pelos dominios: peptideo sinal, pro-dominio (ambos presentes somente no
precursor), catalitico (enzimético), desintegrina e rico em cisteina (Kini e Evans,
1992) (Fig. 3).

- Peptideo sinal: tem como funcédo garantir a correta localizagdo subcelular ou
secrecédo da proteina.

- Pr6-dominio: mantém a molécula em estado inativo até ser secretada no limen da
glandula de veneno. Esta regido contém residuos de aminoé&cidos altamente
conservados, localizado cerca de 20 posicbes antes do residuo N-terminal da
proteina madura. Estes regulam a atividade enzimatica através da interacdo entre a
sulfidrina do residuo Cys do motivo PKMCGVTQ, com o zinco presente no sitio
ativo. Esta interacdo resulta na inativagdo do dominio catalitico, um mecanismo
chamado cysteine-switch, dando origem a proteina madura (Botos et al., 1995)

- Dominio catalitico (Metaloprotease): € o dominio de ligagdo de ions metalicos. No
caso da jararagina, o fon Zn®*" apresenta a sequéncia de aminoacidos
HExxHxxGxxHD, altamente conservada nessa familia de enzimas responséavel pela

coordenacao do metal préximo a regido CIMxP da volta da metionina ou met-turn,
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caracteristica das metazincinas. Neste dominio sdo encontrados 7 residuos de
cisteinas (Fox e Serrano, 2008).
- Dominio desintegrina: as desintegrinas verdadeiras contém um loop com o motivo
RGD (Arg-Gly-Asp), em conformacédo apropriada mantida por pontes dissulfetos. Na
jararagina e bothropasina, e motivo RGD é substituido por ECD (Glu-Cys-Asp);
ApIVMP-II de Agkistrodon o motivo é KGD (Lys-Gly-Asp). Devido a esta mudanca
sdo chamadas de “tipo desintegrina”. Neste dominio sdo encontradas 15 cisteinas
(Jia e Perez, 2010; Fox e Serrano, 2008).
- Dominio rico em cisteina: possui uma grande quantidade de residuos de cisteinas,
gue estao interligados por pontes dissulfeto. Este dominio é observado em toxinas
hemorrdgicas e ndo hemorragicas e sua funcdo parece estar relacionada ao
direcionamento dessas proteinas aos seus alvos celulares e plasméticos (Serrano et
al., 2007; Jia et al., 2000).

A atividade enzimatica da jararagina e bothropasina € dependente da
manutencdo de suas pontes dissulfetos e da presenca do &tomo de zinco no seu
centro ativo (Assakura, 2000).

" » darmihia
dominio catalitico desintedrina darminio rico
..HEX=HDERGH. ... LBECD..... em cisteina

Figura 3. Representacdo esquemaética do precursor da bothropasina.
Fonte: Assakura, 2000.

1.3 A Disintegrin And Metalloproteases (ADAMS)

As desintegrinas apresentam homologia com proteinas expressas em varios
tecidos de mamiferos, denominadas ADAMSs, para designar a presenca, em sua
estrutura, dos dominios desintegrinas e metaloproteinases. As ADAMs sdo uma
familia de proteinas de superficie celular as quais combinam caracteristicas de
moléculas de adesédo e de proteases (Wolfsberg et al., 1995). As ADAMs sao,
portanto, proteinas homologas as SVMPs da classe P-IIl encontradas em mamiferos
e outros animais e estdo relacionadas a diversos processos fisiolégicos como
fertilizag&o e diferenciagdo celular. A diferenga mais importante entre as ADAMSs e as
SVMPs reside no fato de que as primeiras sdo proteinas transmembrana, enquanto

gue as ultimas sdo secretadas, apesar de formas solUveis das ADAMs ja terem sido
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descritas. Outra diferenca importante entre as ADAMs e SVMPs € que estas Ultimas
sao proteases ativas, enquanto que cerca da metade das ADAMs possui alteracdes
nas suas sequéncias relacionadas ao zinco, o que resulta na auséncia de atividade
proteolitica. As ADAMs 1, 8, 9 e 10 contém residuos do sitio de Zn para encaixe
entre os subdominios (Kamiguti et al., 1998; Stone et al., 1999).

A estrutura basica das ADAMs estéa filogeneticamente bem conservada e as
mudancas estruturais sdo produtos da adaptacdo necesséria a sua respectiva
fungédo (Yamamoto et al., 1999). Assim, por exemplo, as ADAMs designadas de 1 a
7 se expressam de maneira principal nos 6rgaos reprodutores, e seu papel durante e
espermatogénese € a fusdo esperma-évulo (Blobel, 2005). Cada ADAM é expressa
em distintas etapas da espermatogénese. A ADAM 9, ou MDC9 (Metalloprotease-
like, Disintegrin-like and Cysteine rich) tem sido encontrada em varios 6rgaos, entre
0S quais, pulmao a as glandulas mamarias. A ADAM 11 é encontrada em células de
orgaos reprodutores e nao reprodutores, enquanto as ADAMs 12 e 19, também
conhecidas como Meltrinas a e 3 respectivamente, estdo localizadas na musculatura
embrionéria (estagio neonatal) e tecido 6sseo de embribes e adultos. A ADAM 17,
chamada de TACE (Tumor necrosis factor Alfa Converting Enzyme), e ADAM 10,
conhecida por MADAM (bovine Mammalian A Desintegrin And Metalloprotease), que
cumprem fungBes importantes no processamento da forma acoplada a superficie
celular do precursor do fator de necrose tumoral a (TNF-a), na liberagdo da forma

madura da citocina (Yamamoto et al., 1999).

1.4 Variabilidade dos venenos ofidicos

A maior parte dos venenos, porém, € composta por proteinas e peptideos
com uma variada atividade biologica, compreendendo cerca de 90 a 95 % de peso
seco do veneno, é responsavel pela totalidade dos efeitos bioldgicos gerados
(Markland, 1998). O fato de existirem transcritos variados € esperado, ja que
numerosos estudos propdem a ocorréncia de processos acelerados de evolugéo em
venenos de muitas espécies de Viperidae (Fry et al., 2003).

A diversidade de proteinas relacionadas é, em geral, resultado de genes
paralogos que se duplicam e passam por um processo acelerado de evolugéo.
Genes paral6gos sdo presentes em um mesmo organismo, geralmente familias

multigénicas, que evoluiram para novas funcbes dentro de um mesmo genoma,
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antes ou depois da especiacdo. Os genomas contém porcdes significativas (20 — 80
%) de genes que pertencem a familia de paralégos. Genes ortdlogos estédo
presentes em diferentes organismos que se originam de um ancestral comum antes
da especiacdo; eles rettm a mesma funcdo ancestral, tornando a transferencia
funcional possivel (Koonin, 2005; Deshimaru et al., 1996). Isto € comparavel com o
modelo de nascimento e morte de multigenes dentro das familias protéicas, que
inclui trés tipos de eventos: duplicagdo de genes ou dominios (nascimento),
eliminacdo de genes ou dominios (morte) e inovacdo, ou seja, NOvosS genes que
surgem de sequéncias ndo codificantes. Surpreendentemente muitos elementos de
transposicdo, do tipo retrotransposon, foram encontrados nas sequéncias que
codificam as toxinas, que estariam contribuindo para um grande nimero de eventos
de nascimentos por duplicacdo gerando novas atividades toxicas e diversificacao
estrutural dentro das familias de proteinas (Fry e Wuster, 2004; Kordis e Gubensek,
1997).

O aparecimento no mesmo veneno de uma diversidade de proteinas
pertencentes a mesma familia, porém diferindo umas das outras em seus efeitos
farmacoldgicos, provavelmente resultou da duplicacdo de um gene ancestral
seguida de mutacfes que levaram ao acumulo de substituicbes nucleotidicas nédo-
sinbnimas nos exons conferindo novas fungdes que foram selecionadas durante a
evolucdo. Esta hipotese sugere um papel importante da sele¢cdo no que diz respeito
a manutencdo de alta variacdo funcional das proteinas de venenos dentro das
populacdes (Richman, 2000). Entretanto, apesar de compartilhar efeitos gerais
dentro de uma mesma familia de serpentes, os venenos apresentam diferencas de
composicao dependendo de cada espécie. Datry et al. (1996) demonstraram que 0s
componentes de veneno apresentam uma variacdo geografica consideravel mesmo

dentro de cada espécie de serpente, associada a sua dieta.

1.4.1 Evolucao das fosfolipases A2

As isoformas das fosfolipases A2 (PLA2) constituem a maioria dos
componentes toxicos encontrados nos venenos Trimemeresurus flavoviridis (Ohno et
al., 2003).

O veneno de Trimemeresurus flavoviridis contém isoenzimas (PLA2) com uma

variedade de atividades fisiol6gicas. Comparando o cDNA e os genes, verificou-se
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gue 0s exons sdo muito mais diversificados do que os introns, e que 0 namero de
substituicdes ndo-sinbnimas € maior que as sindnimas. Estas caracteristicas indicam
gue as isoenzimas PLA2 da glandula de veneno da T. flavoviridis evoluiram através
de uma evolugdo acelerada, resultando na diversidade de fungdes (Fukagawa et al.,
1993; Deshimaru et al., 1996).

1.4.2 Evolugao de Lectinas tipo-C

A grande variedade de lectinas tipo-C encontrada nos venenos de serpentes
pode ser agrupada em trés grupos principais, lectinas tipo C, cadeia A, e cadeia B,
de proteinas similares a lectina tipo-C, com base na sequéncia de nucleotideos dos
exons (Ogawa, 2005)

Dados de substituicdes de nucleotideos em introns comparados aos exons de
lectinas revelaram uma maior substituicdo nos exons que nos introns. Assim, pode-
se considerar que esses genes também evoluiram de maneira acelerada, e as
serpentes adquiriram em seus venenos uma diversidade de proteinas com
atividades bioldgicas diversas para garantir sua sobrevivéncia em meio a presas de

diversas espécies e caracteristicas biologicas (Tani et al., 2002).

1.4.3 Evolucao das desintegrinas

As desintegrinas fazem parte de uma familia de pequenos polipeptideos (40-
100 aminoécidos) ricos em cisteina, descritas inicialmente como potentes inibidoras
do receptor plaquetario de fibrinogénio, integrina a;p,Bs (Barczyk et al., 2010).
Segundo o comprimento e o numero de pontes dissulfeto do polipeptidico dividem-
se em gquatro grupos: curtas, médias, longas e diméricas (Calvete et al., 2007).

As desintegrinas de classe Pl s&o inibidores de integrinas que evoluiram pela
neofuncionalizacdo dos dominios desintegrina de genes PIlII-SVMP duplicados. As
PllI-SVMPs sdo amplamente distribuidas nas cinco familias das Colubroidae,
Viperidae, Elapidae, Atractaspididae e Colubridae, enquanto que as desintegrinas da
classe PIl sdo encontradas apenas nos venenos das serpentes da familia Viperidae.
Este fato sugere que as desintegrinas emergiram apdés a separacdo das familias

Viperidae e Elapidae, porém, antes da separacdo das subfamilias das Viperidae
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(Viperinae e Crotalinae), a cerca de 10 a 20 milhdes de anos atras (Junqueira-de-
Azevedo et al., 2006; Cidade et al., 2006).

A minimizacdo de genes pela perda de introns e regides codificantes, e da
estrutura de proteinas pela perda de pontes de dissulfeto sustentam a hipétese da
divergéncia das desintegrinas. Esses autores utilizaram abordagens como Inferéncia
Filogenética e Maxima Probabilidade baseadas na substituicio de cddons para
analisar a evolucdo da familia das desintegrinas. Vérios residuos estdo localizados
dentro do loop de ligacdo na integrina, e na cauda C-terminal ha duas regides que
formam o epitopo de conformacdo funcional. Um motivo ancestral de
reconhecimento de integrinas RDECD poderia ter dado origem, por exemplo, aos
mobdulos RGD e ECD (Juarez et al., 2008).

Ainda no mesmo trabalho, Juarez et al.,, (2008) compararam a taxa de
substituicbes sindnimas e ndo sindbnimas em genes duplicados. O excesso de
substituicdes ndo sindnimas sobre as sinbnimas indica uma adaptacao evolutiva que

cria uma grande diversidade de proteinas.

1.4.4 Evolucdo das metaloproteinases

A evolugcdo molecular das SVMPs foi inicialmente considerada quando as
primeiras sequéncias de cDNAs estavam disponiveis no inicio da década de 90. As
sequéncias de cDNAs mostraram claramente a relacdo entre as SVMPs e as
ADAMs e que deu origem ao grupo das Reprolisinas para descrever este grupo de
proteinas. O aumento do numero de sequéncias, originadas de bibliotecas de
cDNAs depositadas em bancos de dados, foi revelando que os venenos de serpente
sdo misturas complexas, contendo varios tipos de SVMP codificadas pelas classes
P-I, P-II e P-Ill de precursores relacionados com as ADAMS; estes geram proteomas
complexos no veneno, resultado do processamento e oligomerizacdo de cadeias
polipeptidicas. Precursores de sequéncias SVMPs também foram comparados com
as matrizes de metaloproteinases de mamiferos (MMP), gerando uma arvore
filogenética que sugere a existéncia de um ancestral comum entre as SVMPs e
MMPs de mamiferos (Fox e Serrano, 2009). A arvore evolutiva das
metaloproteinases/desintegrinas ricas em cisteina (MDCs), MMPs de mamiferos e
venenos de serpentes, pelo alinhamento das sequéncias completas de proteinas

precursoras, origina diversos grupos. No caso das serpentes, foi gerado um grupo
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gue representa as desintegrinas com o motif RGD, as toxinas hemorragicas de
cadeia longa, como a jararagina e bothropasina, e as hemorraginas de baixo peso
molecular, como, Atrolisina E, B e C. A analise sugere que essas proteinas sao
formadas por “modulos” relativamente conservados. Este estudo também sugere
gue as metaloproteinases de veneno derivam de um gene ancestral comum apoés a
divergéncia entre Répteis e Mamiferos (Moura-da-Silva et al., 1996).

De acordo com Calvete et al. (2005) a distribuicdo monofilética proteinas de
mamiferos e proteinas de veneno de serpentes indica que as SVMPs evoluiram
relativamente tarde durante a evolugdo de um gene ancestral comum por
especiacao (duplicacdo de genes, seguida por divergéncia de coOpias através da

selecao Darwiniana Positiva).

1.5 Integrinas e toxinas

As integrinas estdo relacionadas com a integridade das células e tecidos.
Constituem uma familia de glicoproteinas de superficie. Como consequéncia da
unido do ligante as integrinas formam-se complexos de adeséao focal no citoplasma,
sob a membrana. Funcionam como uma conexao entre a MEC e o cistoesqueleto,
constituindo-se em regifes transdutoras de sinais que regulam a migragdo e a
proliferacéo. As funcdes das integrinas como mediadoras de adesao e fusao celular
(célula-célula e célula-matriz), pela ativacdo e inibicdo de sinais, se resumem em
dois tipos de sistemas: (1) sinalizacdo inside-out, originado no interior da propria
célula, (2) sinalizacdo outside in, proveniente do meio externo para a célula,
modulando assim sua fungéo (Coppolino e Dedhar, 2000).

Os receptores integrina sdo heterodimeros formados pelas subunidades a e 3

localizadas na membrana (Fig. 4).
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Figura 4. Estrutura da integrina.
Fonte: Kuphal et al., 2005.

As desintegrinas podem interromper uma ligacao reversivel célula-matriz
extracelular, mediada por integrinas. Inibem a agregacao plaquetéaria por se ligarem
especificamente ao receptor de fibrinogénio, e sdo capazes de inibir a adesdo de
células tumorais a matriz extracelular por competicao especifica pelos receptores de
integrinas (Trikha et al., 1994; Chiang et al., 1994; Sheu et al., 1997).

O dominio desintegrina do veneno de serpente liga-se nas integrinas,
podendo promover transdugédo de sinal, induzir reorganizagdo do cistoesqueleto e
alteracbes do complexo de adesao focal. Estes eventos podem causar diminuicao
da habilidade de migracdo, invasdo e formacdo de metastase e angiogénese
(Marcinkiewicz et al., 2003).

1.6 Atividade das metaloproteinases sobre tumores

Existem varios estudos que demonstram a a¢cdo das desintegrinas sobre 0s
tumores, atraves da ligacdo do dominio desintegrina com as integrinas. Com isso, as
células tumorais ndo podem migrar através das proteinas da Matriz Extracelular nem
constituir novos focos distantes (metastases). A adesdo mediada por integrinas é
crucial para a disseminacado metastética. Este processo segue as seguintes etapas:
1) disseminacéo das células tumorais a partir do tumor primario; 2) interacao destas
células as integrinas das plaquetas; 3) adesdo das células tumorais ao endotélio
vascular e/ou membrana basal sub-endotelial; 4) proliferacdo e supressdo da
apoptose; 5) angiogénese (Akiyama et al., 1995).
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A salmosina (Agkistrodon halys brevicaudus), uma desintegrina-RGD, reduziu
in vitro a proliferacao de células B16F10 com o colageno de forma dose dependente;
in vivo inibiu a colonizag&o de tumores no pulméo (Kang et al,. 2000). A desintegrina
eristostatina que contém a sequéncia RGD é capaz de inibir em 87 % a formacao de
metastases pulmonares em camundongo (Danen et al., 1998). A desintegrina-RGD
rhodostomina (Calloselasma rhodostoma), que se liga a integrina azB; em células
endoteliais, inibiu de maneira dose-dependente a resposta angiogénica induzida por
bFGF (basic fibroblast growth factor), um dos principais fatores de inducdo de
angiogénese, incluindo proliferacdo, migracao, invasao e diferenciacdo em HUVECs
(human umbilical vein endothelial cells) in vivo e in vitro (Yeh et al., 2002).

A catrocollastatina-C, halyssetina-C e jararagina-C inibem a agregacéo
plaquetaria induzida por colageno, sendo que a jararagina-C também inibe a
agregacédo induzida por ADP e, ainda, a adesédo de células transfectadas com a
integrina a,B;, e das células ECV-304 e HUVEC ao colageno tipo | (Moura-da-Silva
et al., 2001). Alternagina-C (Bothrops alternatus) inibe a adesdo mediada pelo
colageno tipo | em células transfectadas (K562-a,B;), de forma dose dependente
(Souza et al., 2000), e também de fibroblastos humanos, e de células tumorais das
linhagens ECV-304, HeLa e MDA-MB-231 a este mesmo ligante (Cominetti et al.,
2004).

Corréa Jr. et al. (2002), em nosso grupo no Laboratério de Genética, no
Instituto Butantan, verificaram o efeito da jararagina na forma nativa e na forma com
o dominio catalitico inativado por orto-fenantrolina (remoc¢do do &tomo de zinco), em
linhagens de células de melanoma humano. Foram observadas alteragcfes in vitro na
morfologia, adesdo, migracdo e invasdo das ceélulas pré-tratadas, bem como a
diminuicdo significativa do nimero de metastases no pulmdo dos camundongos,
injetados com células malignas pré-tratadas com a toxina. Maria et al. (2003)
observaram que a injecdo semanal em camundongos com doses sub-letais de
jararagina (12 ng) provoca significativa leucopenia, aumento do numero de
mastocitos e eritrocitos na fase inicial, mas ndo causa hemorragia nem inflamacéo.

Camundongos inoculados com as linhagens de carcinoma de célon SW613-
B3 (n&o tumorigénica) e SW613-12A1 (tumorigénica) tratadas com bothropasina
apresentaram lesdes cutaneas com alopécia e deposicao de pigmentos escurecidos.
A bothropasina nativa também se mostrou eficaz na inibicdo da adeséo celular
nessas linhagens SW613-B3 e SW613-12A1 (Ribeiro, 2003).
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1.7 Jararagina e Bothropasina

A andlise do transcriptoma da Bothrops jararaca identificou que das toxinas
encontradas no veneno 52,6 % correspondem as metaloproteinases, 28,5 % as
serino proteases, 8,3 % as lectinas tipo-C e aos peptideos potenciadores de
bradicininas 6,2 % (Cidade et al., 2006).

Conforme ja mencionado, a jararagina e a bothropasina sdo SVMPs da classe
P-llla isoladas do veneno de Bothrops jararaca, subfamilia Reprolisina, com
atividade catalitica hidrolase do tipo endopeptidase, dependentes de zinco
(Bjarnason e Fox, 1995). Possuem acdo hemorragica e capacidadde de inibir a
agregacdao plaguetaria, ao bloquear a ligacdo do coldgeno a integrina a2p1 presente
na membrana de plaquetas. A jararagina se liga ao dominio | da cadeia a2 e/ou cliva
a cadeia B1 desta integrina. A jararagina interfere na funcédo plaquetaria de duas
maneiras distintas: (1) por degradacdo dos diferentes receptores plaquetarios e
proteinas adesivas na hemostasia; e (2) interferéncia ndo enzimética (mediada pelo
dominio desintegrina) com funcao de receptores da adesao plaquetaria (Muniz et al.,
2008).

A jararagina foi isolada por Paine et al. (1992) e caracterizada como uma
metaloproteinase/desintegrina de alto peso molecular, 52 KDa, com 421
aminoacidos na proteina madura. Esta analise foi feita a partir de pool de cDNAs de
glandulas de veneno, de aproximadamente 100 serpentes.

A bothropasina é uma metaloprotease hemorragica de 48 kDa, isolada pela
primeira vez em 1982 (Mandelbaum et al., 1982). Assim como a jararagina, a
bothropasina também é constituida por 421 residuos de aminoacidos e apresenta
atividade hemorragica. Assakura et al. (2003), analisaram a sequéncia de
aminoacidos a partir de pool do tecido glandular de 5 espécimes de Bothrops
jararaca.

A jararagina e a bothropasina apresentam alto grau de identidade de
sequéncia em relacéo aos seus cDNAs, sendo 95,2% na regido pré-dominio, 91,2%
no dominio catalitico, 98,9% no dominio desintegrina e 100% na regido rica em
cisteina (ANEXO A). As diferencas de sequéncia entre a bothropasina e a jararagina
estdo distribuidas ao longo de seus cDNAs. Alguns autores levantaram a hipotese

de que as diferencas entre os seus cDNAs, assim como 0s que codificam outras
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metaloproteinases semelhantes, sdo decorrentes de um processo evolutivo
acelerado (Assakura, 2000).

Assakura et al. (2003) tentaram a expressdo da pré-bothropasina
recombinante no vetor pPIC9 em sistema eucaridtico utilizando levedura P. pastoris.
O precursor da bothropasina recombinante compreende os dominios: pro, catalitico,
tipo desintegrina e rico em cisteina. Nao houve a expressdo da proteina
recombinante, o que foi atribuido a agdo da enzima proteolitica da propria P.
pastoris. Em seguida tentou-se a expressao da pro-bothropasina recombinante em
E. coli, e o vetor escolhido foi pGEX-4T. O Western Blot indicou auséncia da
expressao. Foi testada a expressédo de dominios isolados da bothropasina. Somente
com o Pré-dominio foram obtidos 5 mg/L em cultura do. Apenas o dominio catalitico
teve uma acentuada queda no nivel de expressdo de 25-20 pg/L. N&o foi
experimentada a expresséo dos dominios tipo-desintegrina e rico em cisteina.

Moura-da-Silva et al. (1999) expressaram em E. coli o dominio tipo
desintegrina e rico em cisteina da jararagina mostrando que a proteina recombinante
inibe a agregacdo plaquetéria induzida por colageno de forma dose dependente.

A andlise da sequéncia de aminoacidos mostrou 19 residuos nédo idénticos
entre as toxinas jararagina e bothropasina (Fig. 5), o que para alguns autores seria
evidéncia de serem isoformas, codificadas por um mesmo gene. Além disso, apenas
os cDNAS foram descritos, ndo havendo até a realizacdo deste trabalho, nenhum

conhecimento sobre o0 DNA gendmico, com a caracterizacdo dos exons e introns.
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Bathropasina GDCCEQCKFSKSGTECRASMSECDPAEECTGQSSECPADVFEKNGOPCLDNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGADVYEAEDSCEKD

Dominio rico em cisteina (C)

Jararagina NOKGNYYGYCRKENGKKIPCAPEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMEY SNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSNGHCVDVATAY

Bothropasina NQKGNYYGYCRKENGKKIPCAPEDVKCGRLYCKDNSEGQNNPCEMEY SNDDEHK GMVLPGTKCADGKVCSNGHCVDVATAY 421

Regido hiper conservada (HCR)

Figura 5. Alinhamento dos aminoacidos da jararagina e bothropasina. Sdo encontrados 19
residuos néo idénticos.
Fonte: Muniz, 2007.
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A analise da estrutura tridimensional do dominio catalitico da bothropasina
mostra um esqueleto de dois subdominios organizados de forma semelhante a
outras SVMP, incluindo os sitios de ligacdo de célcio e zinco (Fig. 6). O dominio
metaloproteinase é formado 6 folhas B, 5 fitas paralelas (S1, 2, 3, 4 e 6) e uma anti-
paralela (S5), e 5 hélices a (H1, 2, 3, 4 e 5). O dominio desintegrina € composto
principalmente pelo loop estabilizado por 7 pontes dissulfeto e dois ions de calcio. A
regido ECD esta no loop, estruturalmente relacionada com a regido RGD das

desintegrinas, derivada das SVMP PII. O motivo ECD é estabilizado por pontes de

277 310

dissulfeto Cys“'’-Cys”™ (entre os dominios desintegrina e rico em cisteina) e por um
ion de calcio. As diferencas entre os dominios desintegrina, e tipo-desintegrina,
podem estar envolvidas na selecéo de ligacédo ao alvo, o que pode gerar diversidade

de substratos ou especificidade para o dominio catalitico (Muniz et al., 2008).
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Figura 6 Estrutura tridimensional da bothropasina. Dominio Metaloproteinase apresenta 6
folhas 3 e 5 hélices a e o dominio rico em cisteina 4 folhas B e 2 hélices a.
Fonte: Muniz et al., 2008.
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1.8 Estrutura genGmica de genes referentes a outros tipos de toxinas

Muitas toxinas hemorragicas e neurotoxicas de varias espécies de serpentes
ja foram isoladas e parcialmente caracterizadas através do sequenciamento de
nucleotideos dos cDNAs que as codificam, ou totalmente caracterizadas a partir do
DNA genbémico.

A crotamina é um polipeptidio pequeno, encontrado no veneno da Crotalus
durissus terrificus. O gene que codifica essa toxina tem 1.8 Kb, constituido por 3
exons (50 pb, 124 pb e 13 pb) e 2 introns (898 pb e 145 pb). A identificacdo dos
exons e introns foi feita com base no cDNA gue possui ~340 nucleotideos incluindo
a sequéncia do peptideo sinal (Radis-Baptista et al., 2003).

As neurotoxinas BM10-1 e BM10-1-like, isoladas do veneno da Bungarus
multicinctus, foram caracterizadas a partir do produto de PCR de DNA gendmico. A
analise completa mostrou que ambas tém a mesma estrutura: 3 exons separados
por 2 introns. O 1° intron tem 1233/1178 pb e o segundo 547/539 pb, em BM10-1 e
BM10-1-like, com 98,8% e 95% de identidade de sequéncia, respectivamente.
Quanto aos exons, o 1° (84 pb) e o 2° (114 pb) de ambas as neurotoxinas sao
essencialmente idénticos, mas a sequéncia do 3° exon apresenta varios pontos de
mutacéo e tamanhos diferentes: o exon da BM10-1 apresenta 93 pb enquanto que a
BM10-1L tem 84 pb (Chang et al., 2003).

Fujimi et al. (2003) estudaram onze genes codificadores de toxinas em varias
espécies de serpentes (géneros Laticauda, Bungarus e Naja). Mostraram que o 1°
intron era dividido em sub-regides ou mddulos, comuns aos diferentes genes em
diferentes combinacgdes. Sugeriu a existéncia de um intron hipoteticamente presente
em um ancestral comum. A estrutura three-finger dessas neurotoxinas diverge de
um ancestral comum através de dois tipos de precursor (longas e curtas). Em uma
etapa posterior da evolucdo cada gene teria sofrido um acumulo de mutacdes nos
exons, especialmente no exon 2 que pode ter causado aumento na diversidade e

funcdes (Fig. 7).
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Figura 7. Organizacdo genbmica do 1° intron de diferentes genes codificadores de toxina de
cinco espécies de serpentes de género Laticauda, trés do género Bungarus e trés do
género Naja. A analise desses introns revelou a possibilidade da existéncia de 10
sub-regides (I a X); 8 sub-regibes estariam num intron ancestral comum, as demais
(VIIl e IX) teriam sido adicionadas em duas espécies. As espécies de serpentes
citadas possuem numeros variados dessas sub-regides. As regifes | e X sdo as
Unicas conservadas em todas as espécies citadas. Os asteriscos indicam regides
gue contém sequéncias que codificam snoRNA.

Fonte: Fujimi et al., 2003.

Proteinas three-finger sé@o estruturalmente relacionadas e exibem varias
fungbes. A andlise filogenética da toxina-1 da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
é classificada como neurotoxina de cadeia de curta (60-65 residuos), contém 3
exons e 2 introns, como outros membros da familia three-finger. Este € o primeiro
relato de um gene tipo-toxina descrito em teledsteos (Georgaka et al., 2007).

Serpentes elapides australianas, como a Tropidechis carinatus, tém dois
genes parecidos, mas que desempenham papeis diferentes. A trocarin-D existe no
veneno e atua como toxina, enquanto o fator de coagulagdo FX existe no plasma e
desempenha um papel na homeostasia. Os genes que codificam essas proteinas,
expressos de forma altamente especifica, tém oito exons idénticos. Os introns tém
92-99 % de identidade de sequéncia. O primeiro intron do gene trocarin-D é quase
idéntico ao do gene FX, com excecdo de duas delecdes (nas posicdes 255 e 1406) e
trés insercbes (nas posicdes 214, 1975 e 2174). Quanto ao promotor génico,
observa-se que no caso do FX humano, FX murino, e FX de Tropidechis, existem

varios elementos comuns, principalmente considerando FX humano e de
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Tropidechis. Esses elementos também aparecem no promotor do gene trocarin-D
que, além disso, apresenta uma insercdo de 264 bp. Esta insercdo poderia ser
responsavel pela especificidade de expressdo do gene trocarin-D na glandula de
veneno (Reza et al., 2007).

1.9 Introns

Genes eucarioticos apresentam-se divididos em exons e introns.
Aproximadamente 97 % do genoma humano compreendem DNA que nao codifica
proteinas conhecidas até agora, incluindo os introns. Apos a transcricdo do gene em
pré-mRNA ocorre o0 processo de remoc¢ao dos introns e emenda dos exons em uma
molécula unica de RNA maduro. O processo, denominado splicing da-se gracas ao
spliceossomo, formado de pequenos RNAs nucleares (snRNAs) e proteinas,
encontrado no nucleo das células eucaridticas. Os introns sdo removidos dos pré-
MRNAs através de duas quebras e duas religacdes fosfodiéster entre nucleotideos
dos exons e do intron, ou seja, duas transesterificagdes (Fig. 8). O intron em forma
de laco € removido (Lewin, 2000). A molécula resultante € composta somente por

exons incluindo regides nao traduzidas em 5’ e 3'.
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Figura 8. Mecanismo de Splicing nuclear
Fonte: Lewin, 2000.
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Sao conhecidos trés tipos de introns: os introns de splicing nuclear, e 0s
introns auto-cataliticos, grupos | (encontrados em genes mitocondriais de fungos,
genes mitocondriais e de cloroplastos de vegetais superiores e genes de
eubactérias) e o grupo Il (encontrados em genes que codificam rRNA no nucleo de
eucariotos inferiores, em genes mitocondriais de fungos, em genes do fago T4 e em
eubactérias) (Dai e Zimmerly, 2003; Haugen et al., 2005; Rogers et al., 1989).

A maioria dos genes é editada da mesma forma, indicando que a célula
reconhece precisamente a borda entre exons e introns. Varios organismos tém a
borda exon/intron marcada pela presenca de nucleotideos conservados: gt na
extremidade 5’ do intron e ag na extremidade 3’ (~ 99,6% das bordas exon/intron de
mamiferos tem esta marcacédo). Em mamiferos o sitio de ramificagdo (branch site)
que abriga a adenina pode ser bastante degenerado e sua posi¢cdo pode ser bem

variavel em relacdo a distancia dos sitios de splice em 5’ e 3’ (Sheth et al., 2006).

1.9.1 Origem e fungdes dos introns

Desde a descoberta dos introns em 1977, questiona-se qual sua funcéo,
gquando e como eles surgiram e porque introns de splicing nuclear existem em
eucariotos e ndo em procariotos. Basicamente, existem duas hip6teses para explicar
a origem dos introns: introns-early e introns-late. A primeira hiptese assume que 0s
introns jA estavam presentes nos genes do progenitor (ancestral comum de
procariotos e eucariotos). Os introns teriam sido perdidos nos procariotos por um
processo de reducdo de tamanho do genoma, resultado da pressdo seletiva em
favor da replicagdo rapida do DNA. J& os introns-late teriam sido adicionados
posteriormente durante a evolugdo, apO0s a divergéncia entre eucariotos e
procariotos (Mattick, 1994).

Em relagcdo as suas funcdes, recentemente estdo sendo encontradas
inmeras sequéncias intrénicas que codificam microRNAS, que sdo responsaveis por
mediar o silenciamento génico atraves de interferéncia (RNAI) (Lin e Ying, 2006). Os
miRNAs foram primeiramente descobertos em Caenorhabditis elegans (Hannon,
2002) como fragmentos nativos de RNA que modulam uma grande variedade de
vias de regulacdo génica de varios organismos, demonstrando a manutengéo

evolutiva do silenciamento génico (Ying e Lin, 2006). Muitos snRNAs (small nuclear
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RNAS) inclusive os que participam do splicing sdo codificados por introns (Lewin,
2000)

Nott et al. (2003) verificaram em eucariotos superiores que a remog¢ao dos
introns pelos spliceossomos pode afetar a expressdo génica em diferentes niveis,
incluindo poliadenilacdo, exportacdo do mRNA, eficiéncia de traducédo e a taxa de
decaimento do mRNA. Foi construido um sistema reporter baseado na luciferase
para monitorar os efeitos de introns individuais e suas posi¢oes dentro do gene,
analisando a expressdo dessa proteina em células HelLa. Foi feita a analise
guantitativa da expressao de um vetor contendo parte (exon 6 + intron 6 + exon 7)
do gene TPI (triose phosphate isomerase) humana posicionado em duas regides
diferentes (5’ e 3’). O resultado revelou que a presenca do intron promove o aumento
da atividade do gene reporter dependendo de sua posi¢do na sequéncia. Apés 42 h
de transfeccéo o vetor com o intron na posi¢ao 5’ foi expresso 29 vezes mais do que
na posigao 3, um aumento de 8 vezes, comparado com o controle (sem intron) (Fig.

9). Este experimento demonstra a importancia dos introns na expressao génica.

A B 350017 e no intron -
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Figura 9. Construcdo de um vetor utilizando introns. Foi feita uma construgéo colocando os
exons 6 e 7 da triose fostafo isomerase (TPI) em ambas extremidades do sistema
reporter Renilla/luciferase. a) sem o intron 6; b) com intron 6 em 5’; ¢) com intron 6
em 3. B. Monitoramento da atividade da luciferase de 4 a 46 h apés a transfeccéo,
indicando que o vetor com o intron em posi¢do 5 tem uma maior atividade da
luciferase.

Fonte: Nott et al., 2003.
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2 OBJETIVO

Clonagem, sequenciamento e caracterizacdo dos genes de mataloproteinase
da classe P-llla, a partir do DNA gendmico de Bothrops jararaca, utilizando como
referéncia os cDNAs da bothropasina e jararagina.
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3  JUSTIFICATIVA

A obtencdo da sequéncia completa dos genes codificadores da jararagina e
bothropasina a partir do DNA gendmico, portanto incluindo os introns, visa
esclarecer se ambas sdo codificadas pelo mesmo gene, ou por genes oriundos de

duplicacao, contribuindo para a compreenséao da evolucéo desta familia génica.
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4 MATERIAIS e METODOS

4.1 Extracdo de sangue de Bothrops jararaca

Sangue (2,5 ml) proveniente de um exemplar de Bothrops jararaca foi
extraido previamente por técnicos especializados conforme normas do setor de
Herpetologia do Instituto Butantan. Este sangue foi estocado no gelo em tubo cénico

com EDTA até o momento de uso.

4.2 Técnica para extracdo do DNA gendmico

O sangue de Bothrops jararaca foi centrifugado a 1000 rpm (centrifuga Sorvall
RC5B, rotor AS 600) durante 10 minutos, 4 °C. O soro foi desprezado. Ao pellet
foram adicionados 10 ml de solucédo digestiva (NaCl 0,4 M; EDTA 0,1 M pH 8,0;
proteinase K 100 ug/ml e SDS 1%), e a suspenséo foi incubada a 50 °C por 3 h; em
seguida a concentracdo de NacCl foi corrigida para 1 M. Esta solugéo foi transferida
para um tubo Corex e extraida com igual volume da solucao fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (50:48:2). Em seguida, a solugéo ficou sob suave agitacdo por 30 min e
foi centrifugada a 10.000 rpm, 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo Corex e precipitado durante 12 horas a —20 °C com dois volumes de etanol
100%. Apods este periodo, a solugédo foi novamente centrifugada a 10.000 rpm a 4 °C
por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 10 ml de etanol
70%, centrifugado a 10.000 rpm a 4 °C por 15 min e seco em um sistema a vacuo. O
pellet foi ressuspendido em 2 ml de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM), 1 pyl de RNase 10
mg/ml e incubado a 37 °C por 1 h. Em seguida foi adicionado NaCl para
concentracdo final 1 M. A solugdo foi novamente extraida com igual volume de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, e submetida a suave agitacdo manual por 30 min.
Apos isto, foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo Corex, precipitado com 2 volumes de etanol 100% e
mantido a —20 °C overnight, centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C, e
desprezado o sobrenadante. O pellet foi finalmente lavado em etanol 70%,
centrifugado, seco nas mesmas condicdes acima, ressuspendido em TE,
guantificado em espectrofotbmetro e gel de agarose 1%, aliquotado e mantido a 4
°C.
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4.3 Estratégia de amplificacao

Partes contiguas dos genes em questao foram amplificadas pela técnica de
PCR a partir de DNA gendmico, utilizando primers desenhados conforme as regidoes
que codificam os respectivos dominios, tendo por base as sequéncias publicadas
dos cDNAs de jararagina e bothropasina (Quadro 1). Os primers foram determinados
a partir de sequéncias comuns a ambos os cDNAs para garantir o anelamento dos
dois supostos genes, jararagina e bothropasina. As condicbes de PCR foram
estabelecidas inicialmente conforme o numero de (G+C) e (A+T) presentes nos
primers e depois foram otimizadas. Foram utilizados os termocicladores Gene e PCR
Sprint Thermal Cycler (Thermo Eletronic Corporation). Condi¢cdes do PCR: 94 °C 1
min; 54 °C 1 min; 72 °C 2 min (35 ciclos); 72 °C 5 min (extens&o, 1 ciclo). Reac&o:
buffer 10x, 50 mM MgCl,, 10 mM dNTPmix, 50-100 ng DNA, 5 U Taq DNA
Polymerase (gqsp 30 upl). A concentracdo estoque dos primers foi 100 pM, e a
utilizada no PCR foi 10 pM.

Quadro 1- Sequéncias dos primers.

Primers Seqiéncias 5'-3’ T °C anelamento Regido

Pbd GCACGAGAGAACTCAGATTGG 64 °C Exon/ pep-sinal
Pbr ATTCACGTTCCCAGATTCCA 58 °C Exon/ pep-sinal
Pbdd GCATGTTAAAGTGGGAGAG 56 °C Intron/ pep-sinal
Pbrr GGACGTACAATCACAACTG 56 °C Intron/ pep-sinal
PbirD GGAATCTGGGAACGTGAATG 60 °C Exon/pro-dominio
Pad GAGCAGTTCAGCCAAAGTA 60 °C Exon/pré-dominio
Pair GGTGAAGGACCACTGGCT 62 °C Exon/pré-dominio
Paid GCCAGTGGTCCTTCACCT 57 °C Exon/pro-dominio
Par GTCAGCATCATTCTCGATG 60 °C Exon/ pr6-dominio
Pld CATGGACGCATCGAGAATGA 60 °C Exon/ pro-dominio
Plr ACCCATCAAAAAGGCCTCTC 60 °C Exon/ pr6-dominio
Plrr CTCAGAGCTGAGTTTCATTC 58 °C Intron/pré-dominio
POd GTAGAAAAGGAGGATGAGGC 60 °C Exon/ pr6-dominio
POdd GTAGTTTGGAGATTGAA 48 °C Intron/pré-dominio
POrr CATTTGTTCTTCCTGCTTAC 56°C Intron/pré-dominio
POr GAATGTATGAACTTGCCAAC 56 °C Exon/ catalitico
POdr GAATGTATGAACTTGCCAACA 56 °C Exon/ catalitico
P2r GAGATAAGATTACCGTGAAG 56 °C Exon/ catalitico
P2dx CACTGATATCTTCTTTCTCTC 58 °C Intron/catalitico
P4d GAGATAAGATTACCGTGAAG 56 °C Exon/ catalitico
P4ir GTCAATTGCTGTGAGTAACTG 58 °C Exon/ catalitico
P4irD GTTACTCACAGCAATTGA 52 °C Exon/ catalitico
P4r CAATAAATCTTGTGGTTGC 52°C Exon/ catalitico
P11d GCATTCATCATGACACAG 52 °C Exon/ catalitico
P11Dr |CTGTGTCATGATGAATGC 56 °C Exon/ catalitico
P11r GGATATAACTACAATTGCTG 54 °C Exon/ catalitico




40

P11dd |[CTTGGGGTTTTCCTGCCT 56 °C Intron/ catalitico
Pl1irr CTGGTGGCCATTAAATAGAC 58 °C Intron/ catalitico
P9d CAGCAATTGTAGTTATATCC 54 °C Exon/ catalitico

POr AGTGCCACAGTCACATTC 54 °C Exon/ desintegrina
P6d GAATGTGACTGTGGCACT 54 °C Exon/ desintegrina
Pe6r GCTCACAACAGTCTCCATG 56 °C Exon/ desintegrina
P7d CATGGAGACTGTTGTGAGC 58 °C Exon/ desintegrina
P7r CCAGTGCAGTGTTCAGCC 58 °C Exon/ desintegrina
P12d GGCTGAACACTGCACTGG 58 °C Exon/ desintegrina
P12r GTAACCGTAGTTATGTAGG 54 °C Exon/ desintegrina
P10d CTCTCTTTGGTGCAGATGTT 58 °C Exon/ cys-rich

Pydd CTTACATTGACACTCGTC 52 °C Intron/ cys-rich

Pyrr GATGGTTATCTTCAAGCTG 54 °C Intron/ cys-rich

P10r CTTCTGGTGCACATGGAATC 60 °C Exon/ cys-rich

P8d GATTCCATGTGCACCAGAAG 60 °C Exon/ cys-rich

P8id GCAAAGATAATTCACCTGG 58 °C Exon/ cys-rich
P8idR |CCAGGTGAATTATCTTTGC 54 °C Exon/ cys-rich

P8r GCACATTTTGTTCCAGGAAG 58 °C Exon/ cys-rich

P5d TCCTGGAACAAAATGTGCAG 58 °C Exon/ cys-rich

P5r TCCAAAGAGATCCATCTGCC 60 °C Exon/ ndo traduzida
P3d CCATCTGCCTGCATCTTACT 60 °C Exon/ ndo traduzida
P3r GCTGCTTCCATCAATAAACT 56 °C Exon/ ndo traduzida

4.4  Eletroforese e eluicao

A técnica de eletroforese foi usada tanto para quantificagdo de DNA quanto
para resolver os fragmentos amplificados por PCR. O gel de agarose 1,5% em
tampédo TEB (Tris 0,9 M; EDTA 0,02 M; acido bérico 0,9 M) foi utilizado para a
migracao dos produtos sob tensdo 10 V/cm, corado com brometo de etideo (EtBr) e
fotografado utilizando camara fotografica Kodak El Logic 100 Imaging System sob
luz UV. Os fragmentos amplificados foram eluidos do gel conforme instrugdes do Kit

Biotools Bioclean (Biotools do Brasil) e utilizados para clonagem e sequenciamento.

4.5 Clonagem molecular

A fim de obter clones para sequenciamento, estoque, e para futuros estudos,
os fragmentos amplificados foram clonados em vetor pGEM T-easy (Promega) em
E. coli XL1-Blue e DH-5a conforme instru¢des do fabricante. Os insertos foram
ligados aos plasmideos abertos em presenca de ligase e usados para transformacgéao
das bactérias competentes. Os clones recombinantes selecionados em placas
contendo ampicilina foram submetidos & mini-preparacdo (miniprep) a fim de extrair

os plasmideos recombinantes. Estes foram analisados pela digestdo com a enzima
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de restricdo Eco RI, para avaliar a presenca do inserto, e também submetidos a
PCR, usando primers universais (T7 e SP6) que anelam nos plasmideos a fim de
confirmar a presenga e tamanho do inserto para posterior sequenciamento (Fig. 10 e
11).

T7 Tranecription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3".. . ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAA‘CC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promaoter ‘ ‘ | |
Apa Aat Il Sph | BstZ Neco

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3 cloned ﬂsert) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA - 3'TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
(] ] IL |
EcoR Spe | EcoR | |;—g| Pst Sall
st st

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 37
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA 5

| | ‘ || " | SP6 Promoter

Nde Sac | BstX | Nsil
Figura 10. Sequéncia dos sitios de clonagem do plasmideo pGEM T-easy Vector
(Promega).
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Figura 11. Esquema do pGEM T-Easy Vector.

4.5.1 Preparacao de bactérias competentes

Um pré-indculo de E. coli (uma colbnia) foi feito em 5 ml de meio LB (triptona
1%, extrato de levedura 0,5% , NaCl 170 mM). A cultura foi mantida em shaker a 37
°C overnight. A seguir 1,0 ml desta cultura foi inoculado em 50 ml de meio LB e a
cultura foi mantida sob agitacdo até atingir D.0.=0,3 a 600 nm. As bactérias foram
centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min (rotor Sorvall AS 600). O pellet contendo
bactérias foi ressuspendido em 50 ml CaCl, 50 mM. As bactérias foram incubadas
no gelo por 30 min, centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min, ressuspendidas em 1,25 ml

de CaCl, 50 mM, e mantidas na geladeira até o uso, no maximo uma semana.
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4.5.2 Transformacao de bactérias competentes

Os plasmideos recombinantes (5 ul) mais 95 yl de TE foram adicionados a
100 pl de bactérias competentes. A mistura foi mantida por 20 min a 0 °C, e depois
submetida a choque térmico por 5 min a 42 °C. Em seguida, foram adicionados 800

ul de meio LB (pré-aquecido a 37 °C), e a cultura foi mantida a 37 °C por 45 min.

4.5.3 Plagueamento

Foram utilizadas para o plagueamento placas de petri com meio LB-agar
1,5% contendo ampicilina (100 ug/ml). Foram aplicados sobre as placas LB/amp 100
Ml de bactérias transformadas pelos plasmideos recombinantes. Apds o
plagueamento, as placas foram mantidas em estufa a 37 °C overnight. Como
controles foram usadas bactérias transformadas com plasmideos integros (controle
da transformacdo), plasmideos néo ligados (controle da ligacao), e apenas bactérias
(controle da ampicilina).

4.5.4 Obtencdo de DNA de plasmideo recombinante (miniprep)

Uma colbnia de bactérias selecionada em placa com ampicilina foi inoculada
em 3 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina e mantida overnight sob
agitacdo. Desta cultura, foram coletados 1,5 ml, centrifugados por 1 min, e
desprezado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 300 ul de solugao de lise
(Triton X-100 2,5%, sucrose 4%, Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 25 mM, 4 pg lisozima
10 ml/ml). Apos fazer um orificio na tampa do tubo eppendorf para evitar perda de
material, a solucéo foi fervida a 100 °C por 1 min, e centrifugada 10 min a 10.000
rom. O DNA bacteriano foi retirado com um palito. Ao sobrenadante foram
acrescentados 10 uyl de DEP (dietil pirocarbonato) para eliminar as nucleases; a
solucéo foi incubada por 15 min a 65 °C e centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Os plasmideos foram precipitados
com NaCl, concentragdo final 100 mM, e um volume de isopropanol. A seguir
centrifugados por 15 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionado
alcool 70% ao pellet para retirar o excesso de NaCl, centrifugado por 10 min a

10.000 rpm e desprezado o sobrenadante. Apds secagem o DNA plasmidial foi
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ressuspendido com TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) e 1 ul RNAase (concentracgao final

10 pug/ml). Os plasmideos foram analisados em gel de agarose 1,2%.

455 Analise do DNA recombinante

Os DNAs recombinantes foram submetidos a digestdes simples com enzima
de restricdo Eco RI (New England Biolabs) para verificar a presencga do inserto no
plasmideo. Foram utilizados 100 ng de DNA plasmidial (produto da miniprep), 0,25 ul
(5 U) de Eco RI (200 U/ul), 3 ul de tampéo de digestdo EcoRI (10x) para uma reacao
de volume final 30 pl, completando com agua Milli-Q. Apés 3 h no banho-maria a 37
°C, a reacdo foi interrompida deixando o tubo a 4 °C. O DNA digerido foi colocado
para migrar em gel de agarose 1,2%.

4.6 PCR dos clones para sequenciamento

Os clones foram amplificados por PCR, utilizando os primers que fazem parte
das sequéncias do plasmideo que flanqueiam o inserto (SP6 e T7). Além disso,
foram usados outros primers necessarios para walking ao longo do cDNA.

SP6 direto: 5’ - ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT - &
T7 reverso: 5 - TAA TAC GAC TCACTATAG GGC -3’
CondicGes: 94 °C 1 min; 54 °C 1 min; 72 °C 1 min (35 ciclos); 72 °C 5 min

(extenséo).

4.7 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento dos fragmentos eluidos de PCR e/ou das minipreps de
clones selecionados foi feito utilizando individualmente os primers SP6 ou T7
presentes no plasmideo e flanqueando o inserto, e kit para amplificagcdo Big Dye
Terminator, versao 3.1 (Applied Biosystems). Condi¢6es: 96 °C, 10 s; 52 °C, 20 s; 60

°C, 4 min (40 ciclos). O sequenciamento foi feito em sequenciador ABI Prism 3100.
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4.8 Analise das sequéncias

As seqUéncias obtidas foram comparadas entre si e com os cDNAs de
referéncia utilizando programas como BLAST (Basic Local Aligment Search Tool),

Clustal W e outros para pesquisa em banco de dados.
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5 RESULTADOS

As sequéncias dos cDNAs da jararagina e bothropasina foram alinhadas
utilizando o programa Multiple Sequence Alignment by Clustal W

(http://align.genome.jp/), para analisar a identidade entre as sequéncias (ANEXO A).

5.1 Regido 5'nédo traduzida (UTR) e Peptideo Sinal

A regido 5° UTR (bases sem cor) compreende do nucleotideo 1 ao 72. O
dominio Peptideo Sinal (bases marcadas com a cor cinza) compreende do
nucleotideo 73 ao 131 (utilizando como base o cDNA da bothropasina). Apenas a
sequéncia do peptidio sinal da bothropasina havia sido publicada. Os primers
utilizados para sua amplificacdo encontram-se na regido 5 UTR e no dominio

catalitico. Foi identificado um intron no final do Peptideo Sinal.

Jararaging | —————— === ——————mm
Bothropasina | GECACGAGAGAACTCAGAT TGGC T TEARGGRAAGGARGAGATTGCCTGACTTCCAGCCRAR (60
. ¥22 = Eyon1 (123 pb)

Jararaglnd | — - - - T T T T T T T T T ——————
Bothropasina | TCCAGCCTCCARRATGATTGARGTTCTCITGETGACTATATGCTTAGCAGCTTITCCTTA (120
Intron 1

Jararagina | --——"F-———"9}fF-—""H"+-+-"-"-—-—H—7=T-7T-"-—"H"(—["—""""F"""—""""""""-"“"""""-"-"———
Bothropa sina | TCAAGIEGAGCTCIATAATCCTEGEAATCTGEGGAACGTGAATGATTATGAAGTAGTGTATCS 1

+~ Pbr

o
(]

Para a amplificacdo dessa regido foram utilizados os primers Pbd presente na
regido 5" néo traduzida e Pbr no dominio catalitico. O PCR teve como amplificacéo
uma banda de ~1.8 Kb o que indica a presenca de um intron, pois o produto

esperado era de 140 pb (Fig. 12).

Phd - Pbr 1
1 Kb Ladder

1

6y

—_d

2 Kb

Figura 12. PCR Pbd-Pbr.

A banda foi recortada, purificada e ligada no plasmideo pGEm T-easy Vector.

Os plasmideos recombinantes foram usados para transformar bactérias E. coli
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DH5a. Foram analisadas as minipreps de 3 colénias em gel de agarose 1,0%,
comparando-se com o padrdo de migracdo de um plasmidio integro (pUC19) sem
inserto, que tem uma padréo de corrida mais rapido comparado com os plasmideos

recombinantes (Fig. 13).

o o)
2 3
_E s (Y]
o o o 7]
" e Q
= g O =
o i 2 R
- (=) [&]
2 |
o o
"
! |
' ]
\ ‘B ‘
\ ‘
Hh-“- [
. o

Figura 13. Minipreps Pbd-Pbr.

A confirmacao da presenca de inserto foi feita por digestdo com Eco RI que
faz parte do sitio multiplo de clonagem. Nao foi feito PCR para confirmar o tamanho
regido devido a Taq DNA polimerase disponivel ndo amplificar um fragmento de ~2
Kb. Para confirmar o tamanho do inserto, foi utilizado como controle o pUC 19
digerido (sem inserto), representado pela banda de 3 kb. A digestdo das minipreps
mostra o tamanho do inserto (~1.8 kb). Os clones 2, 3 e 5 mostram insertos do

tamanho esperado (Fig. 14).

Phbd - Pbr col 3
19

L Pbd - Pbr col 2
U

\ puC
B ﬂ 1 Kb Ladder

Phbd - Pbr col 5

- 3‘5

" Marcador 1 Kb Ladder

—
—_—
.
S G S— — 0
.
—

e L S— 1 KD

Figura 14. Digestdo EcoRI Pbd-Pbr.

A partir dos clones Pbd-Pbr foram feitos Nested PCRs com os primers Pbdd-
Pbrr, obtendo-se sub-clones que foram analisados em conjuntos.

Os sequenciamentos foram feitos a partir dos fragmentos obtidos das
minipreps dos clones selecionados Pbd-Pbr col 2, 3 e 5 e seus sub-clones,

utilizando os primers SP6 e T7. Os clones 2 e 5 mostraram completa identidade de
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sequéncia, representados pela sequéncia superior (S). O clone 3 corresponde a
sequéncia inferior (I). O Exon 1 tem 123 pb em ambas as bandas; o intron 1 na
sequéncia S tem 1441 pb e na sequéncia inferior 1440 pb. Foram identificados 22 pb
divergentes entre as sequéncias. Notar a sequéncia receptora universal gt em 5’ e

ag em 3’ do intron 1 (sublinhado) (Fig. 15).

C

n

Pbd -
GCACGAGAGA ACTCAGATTG

Exon 1
GCTTGAAGGA AGGAAGAGAT

GCACGAGAGA ACTCAGATTG

GCTTGAAGGA

LR i i i 4

KAKKXKAKKK KKK

AGCCTCCAAA AATGATTGAA

AGCCTCCAAA AATGATTCAA
hkhkkkhkkkhkk Khkkhkkkhkkhkkhkx Kkhkkhkkhkkhkrkkhkk hhkrkhkkkhkhkxkhk *hkkkhkkkhkkhkkx Khkkkkkkkxk

AAG
AAGgtaagat
AAgGtaagat

*kkhkkhkkkhkkkhkkh*k

cccaacagat

cccaacagat
kA kkkhkkk Kk k%)

aatttgctcc

aatttgctcc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gttctaaatt

gttctaaatt
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gatcctaaga

gatcctaaga
kAkkkhkkAkk kKX *k

catttttcag
catttttcag

LR i i 4

gagtttgtgg
gagtttgtgg

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ttggttttaa
ttggttttaa

kAkkkhkkAkk kKX *k

ttcagccaaa

ttcagccaaa
*khkkkkh k) Kk k%)

Intron
gttctctttg
gttctctttg

XKk Ak kK kK kKK

tgctatgttyg
tgctacgttg

XKAkKXkKkKk KKK K

atttcagttt

atttcagttt
kAhkKkkkk kK kK

gacataaatg

gacataaatg
kAhkKkkkk kK kK

aaaaaagtcc

aaaaaagtcc
kA KkKk A KKk KKk K

tgatgtgagt
tgatgtgagt

KKK KAKKKK KKK

caagaaaatt

caagaaaatt
kAhkKkkkk kK kK

ttttctttca

ttttctttca
* Kk Kk kkkk Kk kK

caaaagctat

caaaagctat
*khkkkkkk k) %k

LR i i i 4

GTTCTCTTGG
GTTCTCTTGG

1
gttctcttgt
gttttcttgt

Kk Kk Kkkhkkhkkk*k

atgggttgtg
atgggttttg

R i i S 4

ctacagattt

ctacagattt
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gtttcttggt
gttccttggt

kkk kkkk kK

taagatcttc

taagatcttc
kAhkkkhkAkhk kKX *k

tttaaaaaag

tttaaaaaag
Ak kkkhk k) Kk k%)

tcagaaagca

tcagaaagca
kkhk Kk khkk Kk kK Kx*k

ataggtcaat

ataggtcaat
kAkkkhkkhk kK Kh*k

tgctattgct
tgctattgct

R b o b b 4

AGGAAGAGAT

KAKKXKKKK KKK

TGACTATATG
TGACTATATG

tcagattctt
tcagattctt

XKk Ak kK Kk Kk kKK

ttttgggatt
ttttgggttt

XKAkKXKKKKX KK

agcaatagaa

agcaatagaa
kAhkKkkk Kk kK kK

attttcttaa

attttcttaa
* Kk Kk k kK Kk k kK

agaagaaaag

TGCCTGTCTT
TGCCTGTCTT

R i i i 4

CTTAGCAGCT
CTTAGCAGCT

actgctaaaa

actgcaaaaa
*khkkkk kKhkkx%k

tatttttgac
tatttttgac

R i i i 4

tggtctcaag
tggtctcaag

Ak Kk khkkk kK Kx*k

attttgtcaa

attttgtcaa
Ak Kk khkkk kK Kx*k

Pbd -

catgttaaag

CCAGCCAAAT
CCAGCCAAAT

KAKKXKAKKK KKK

TTTCCTTATC
TTTCCTTATC

gactattgca
gactattgca

XKk k kK Kk Kk kKK

aattaaccaa

aattaaccaa
* )k kkkk ok kK *k

ggtcacattt

ggtcacattt
kAhkkkkh Kk Kk kK

gccatgagca

gccatgagca
kAhkkkkh Kk Kk kK

tgggagagaa

agaagaaaag

catgttaaag

tgggagagaa

kA KkKk ARk kKK

gtttagagga
gtttagagga

KAkKXKAKKK KKK

aacaaaatgt

aacaaaatgt
kAhkKkkkhKkKk Kk kK

tagccatcct

tagccatcct
kA KKk ARk kKK

acagagaatc

acagagaatc
*khkkkkkk k) %k

kAhkkkhkkKhk kK Kx*k

ctgaagagga
ctgaagagga

R i i b 4

taaagaaaaa

taaagaaaaa
Ak Kk kk Kk kK Kx*k

gtaattaaac

gtaattaaac
kAkkkhkkhk kK k%K

ttcaaactac

ttcaaactac
* kkk k) k Kk k%

kA KkKk ARk kKK

cagagagaca

cagagagaca
Ak kkkkk k) %k

taaagtgttt

taaagtgttt
kkhkKkkkhKkkk kK

ttacataata

ttacataata
* Kk Kk kkkk Kk kK

agtcaagata

agtcaagata
*khkkkkkk k) %k



atatgacatt
atatgacatt

kkhkkkhkk Kk kK kK

gtttgattca

gtttgattca
kkhkkkhkkk kK kK

acttgcttgce
acttgcttgce

*hkkkkhkkkkk*k

atgggtaggt
atgggtaggt

R i i i 4

agtctgagaa

agtctgagaa
kkhkkkhkkKk kK kK

tctgtctcaa
tctgtctcaa

kAkkkk Ak kKX *k

gatacttgag
gatacttgag

R i i i 4

ttccattaat

ttccattaat
* Kk kK kkkk k%K

cagtgtcagg

cagtgtcaga
kAkKkkhkkKk kKK

atgtccatat
atgtccatat

LR i i 4

cattatttac

tattatttac
* Kk Kk k ok kK kx

attcttttga

attcttttaa
*khkKhkkkhkKkkKk *

cagttcagct
cagttcagct

*khkkhkkkhkkkhkk k%K

tgtgctgtgt
tgtgctgtgt

kkhkkkhkk Kk kK kK

aacttttctc
aacttttctc

kK kkkkk kK

attgattcag

attgattcag
kAhkKkk kK kK kK

tagtaggtgg
tagtaggtgg

XKk AkKkK kKKK K

acataaatag

acataaatag
k*kkhkkkkhkkKk*k*k

aacacatttc

aacacatttc
* Kk Kk k ok kk kKK

ttcctatagg
ttcctatagg

kA AkKk ARk KKKk K

tttattcttt
tttattcttt

KAKKXKKKK KKK

ctgctaacaa

ctgctaacaa
kAhkKkkkhkkhk kK

ctgccatttt

ctgccatttt
kA AkKk ARk KKk K

ggggaccagc

ggggaccaac
*khkkkkkkKk K

atgttcttag

atgttcttag
kkhkKkkkkkhk kK

aaatggaaga

aaatggaaga
kA KkKk Ak kK Kk K

gaaaggaatt
gaaaggaatt

XKk Ak kKKK kKK

cccactagaa

cccactagaa
* ok k ok k ok ok ok ok k

aatgcaagac

aatgcaagat
* ok ok ok ok ok ok kK

aagttgccaa

aagttgccaa
kkhkkkhkkKk kK kK

agttgaaccc

agttgaaccc
*khkkkkhkkk Kk k%K

atgtgaggaa
atgtgaggaa

R i i i 4

cagggcccaa

cagggcccaa
* ok kkkkokkkk

tgttgggcta
tgttgggcta

kAkkk Ak kK k%K

tgtttccact
tgtttccact

LR i i i 4

atcttggtct
atcttggtct

Ak Kk kK Kk kK kK

cacaaaataa

cacaaaataa
*khkkkhkkkKhx*k

tccaaattgt
tccaaattgt

R i b o

gtgttccggt

atgctccagt
Kk Kkkhk*k k%

aaggaaagtc

aaggaaagtc
kAkkkhkAkk kKX *k

actaatcagc

actaatcagc
*khkkkkhkKkkKhKx*k

aaagattcca

aacgtttcca
* Kk ok kkkkk

tttgaattat
tttgaattat

kK Kk kkkhk kK

acacaactaa

acacaactaa
* Kk Kk ok kk ok kKK

ctcccatgat

ctcccatgat
* Kk kkkkk k) K

gatgtattct
gatgtattct

KAKKXKAKKK KKK

cgctagtttc

cgctagtttce
kAhkKkKhk kK kK kK

gcagtttctt
gcagtttctt

R R I I i b 3 4

tgcaactata
tgcaactata
Ak kkkkk k) %k
«— Pbr
cagttgtgat

cttaaattat
cttaaattat

kkhkkkhkk Kk kK kK

gggttagaga
gggttagaga

kkhkkkhkkKk kK kK

tctgggagca
tctgggagca

Kk kkkk Kk Kk k%K

tctgtctcgg
tctgtctcgg

R i i i 4

tctctttctc

tctctttctc
* Kk kK k Kk k Kk kK

tcccgtaccce

tcccgtaccce
*khkkkkkkhkkkh*k

agcacaacct

agcacaacct
kkkkkhk k) Kk k%)

tgtacgtcceca

cagttgtgat

tgtacgtcca

kK kkkkk kK

gttaaggaac

gctaaggaac
* Ak Ak KKk kKK

tcagctatta
tcagctatta

KAk KKKKK KKK

gataattatg

gataattatg
kAhkKkKhkkh Kk kK kK

agcaaaacta

agcaaaacta
kA KkKk ARk kKK

tgcacttgca
tgcacttgca

XKk Ak Kk kKKK kK

ttcttcactg
ttcttcactg

kK kkkkk kK

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

aaatatcagg

aaatatcagg
kAhkkkhkAkk kK k%K

gtcaaattct
gtcaaattct

R b i b b b b 3

atgttgtggg
atgccgtggg

* k% * Kk Kk kK

ttaggatggc
ttaggatggc

kAhkkkhkAkk kK k%K

ttcccagaga

ttcccagaga
*khkkkkhkkkKhKx*k

atgaaccgaa

at-aaccgga
* Kk kkkkkkk

ttcttcceccett
ttcttccctt

kK kkkkhk kK

cttatagtaa

cttatagtaa
kAhkKkhkkkKhk kK

tcaggtagaa
tcaggtagaa

KAk KkKkK kKKK

gttgctcatc
gttgctcatc

KAKKXKKKK KKK

agtctctctc

agtctctctc
kAhkKkk kK kK kK

tgtggttatt
tgtggttatt

kA Ak A Kk Kk Kk kK

tacccctccce

tacccctccce
* k kkkkkkkk

agagaacgtg
agagaacttg
kK kkkk K%k

tgaccatcca

tgaccatcca
kA AkKXk Ak KKk kKK

gaaatcacta

gaaatcacta
Ak kkkkk k) %k

ttgtccatag

ttgtccatag
kAhkKkkk Kk kKkk

agtaaaatag

agtaaaatag
kA KKk Ak kKKK

aaaggatttc
aaaggatttc

XKk Ak kKKK kKK

taacaaattg

taacaaattg
* ok k ok ok ok ok ok ok k
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S tgttgtggat
I tgttgtggat

Xk kkkkkkkxk

gtgaaaatgg tagaataaca tcccaaagta aaccaaacct tcttttcttt

gtgaaaatgg tagaatcaca tcccaaagta aaccaaacct tcttttcettt
Ahkhkhkhkhkhkhhh hhkhkhkhk hhk *Ahkhkhkhkhkhkhhdx *hAhhhhhhhk *hhkkkkkx*x%x

Exon 2

S ttagGGAGCT C

I ttagGGAGCT C

*khkkhkkkhkkkkhkx*k K

Figura 15. Sequenciamento 5" UTR e Peptideo Sinal. Os asteriscos mostram a identidade
entre as sequéncias. Em negrito estdo os primers utilizados para amplificar a
regido. (B) Bothropasina; (S) banda superior; (I) banda inferior. As denominacdes S
e | sdo provisorias, até a obtencao das sequéncias definitivas.

5.2 Pro-dominio
O pré-dominio é mostrado no box amarelo, compreendendo do nucleotideo
132 ao 638, usando como base a sequéncia dos cDNAs na bothropasina. Os

asteriscos mostram identidade de sequéncias; a falta deles indica divergéncia.

. Exon 2 (91 pb) PhirD —
Jararagina 0 2 —oo T oo oo e e e e e e — e — e —
Bothropasina TCAAGGGAGCTCOTATAATCCTGEAATCTECEAACGTGAATGATTATGAAGTAGTGTATCC | 180
tad — Intron 2 Exon 3 {227 pb)
Jararagina | -—————————- GCAACGAGGCCCARAGGABCAGTTCAGCCARAGITATGAAGACGCCATGCR
Bothropasina | ACGARRAGTCACTGCAT TGCOCCARAGGAGBCAGTTCAGCCARAGITATGARAGECGCCATGOR | 240
- e B i Y T O Pt P Rt P Pt AR Y SRt [ PN Mt Pt R P R POt Mt St At Fis Rt M T R
Paid —
Jararagina ATATGAATTTAARAGTGAATGGAGAGCCAGTGETCCTTCACCTGGALRAA RN TARA GEACT
Bothropasina | ATATGAATTTARAGTTAATGGAGAGCCABTGGTCCTTCACC TGGABRRRARTARAGGACT | 300
B e R T " SR S \Jw,\hhn.u.\a.*wa;g&;wwwwwx\a.*ww*w***w«,www*w*m&wﬂ.**w*
Jararagina TTTTICARARGETTACAGCGAGETTCATTATTCCCCTGATGCCACACGRAATTACEACATE
Eothropasina | TTTTTCARALGATTACAGCGAGACTCATTATTCCOCCTGATGGCAGAGRALTTACARCATE | 360
B S i i S e e T T T T T S T AR
Fld —
Jararagina CCCCCCGGTTGAGGATCACTGTTATTATCATGGACGCATCGAGAATGATGCTGACTCARC
Bothropasina | COCTGCGGTTGAGGATCACTGCTATTATCATGGACGCATCGAGAATGATGCTGACTCARC | 420
R B N Tt E R T SN RN FIN R N A M \L\L\l.d.d.\L\L\L\l.d.J.J.J-\L\L\l.d.d.\L*\L\L**\L\L\L\L_\\Ld.d.\l—\l.d.d.ﬁ-d—*
Intron 3 Exon4(195pb)
Jararagina TGCRAAGCATCAGTGCATGCARCGGTTTS GGATATTTCALGCTTCARAGGGAGACGTA
Eothropasina | TGCAAGCATCAGTGCATGCARCGGTTTG GGRACATTTCAAGCTTCARAGGGAGACATA | 480
B R E R S S e R TR . T b T T Y S Mg S Rt B R R R T T Y S Et S R e R R R B I
Jararagina CTTTATTGAACCCTTGRAAGC T TCCCGRCEGTGAAGCCCATGCAGTCTTCARETATGARRR
Eothropasina | CTTTATTGARCCCTTGAAGC TTTCCARCAGTGARGCCCATGCAGTCTTCARLTATGARRR | 540
B e T T T B S T R i R T TR T T S P M P P T
FOd —
Jararagina TETAGAAAAGGAGGATGAGGCCCCCARAATETGTGGEGTAACCCAGRARATTGGARETCATE
Bothropasina | TEGTAGARAAGGAGGATGAGGCCCCARRAATGTGTGGGGTAACCCAGRATTGGARATCATE | 600
B B e e N e S e S S N N N e L s Pt P P TR PO SOt SRt St P
~ Plr
Jararagina TGAACCCATCARAAAGGCCTCTCAGTTAGCTTTTAC TGO ICANC AN G AT A T GHC O
Bothropasina | TGAACCCATCAAAAAGGCCTCTCAGTTAGTTEGTTACTCCICARCARCRARANTATMRACES <60
B T N B R e e Y Ft i Ft Y Pt F Pt FIN FY R T B Y T U T Y Rt E Pt M T T TR R Y R Y Y N Eip Rt S oy
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O primeiro par de primers utilizados para amplificar este dominio foi o PbirD-
Pair. O fragmento esperado era de 142 pb, mas foram encontradas trés bandas:
banda 1 (~550 pb), banda 2 (-850 pb), e banda 3 (~950 pb) (Fig. 16).

PCR Marker
PbirD-Paid

Figura 16. PCR PbirD-Pair.

As bandas estavam muito proximas para serem recortadas. A clonagem foi

feita a partir do PCR contendo todas as trés bandas. Para analise dos clones foram
feitas minipreps (Fig. 17).

pUC 19
PbriD-Pair col 1
PbriD-Pair col 2

PhbirD-Pair col 3

pUC 19

B PhbirD-Pair col 4

[

. /

-- 00

-
Figura 17. Minipreps PbirD-Pair.

Para confirmar a presenca dos insertos do tamanho desejado foram feitos
PCRs com os primers SP6 e T7 (Fig. 18).
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1 Kb DNA Ladder

u PBirD-Pair col 4
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Figura 18. PCR das minipreps PbirD-Pair. Os PCRs confirmaram a presenca do inserto da
banda 1 (col6nia ou clone 1), banda 2 (clone 4), e banda 3 (clones 2 e 3).

Foram sequenciados os clones das colbnias 1, 4 e 3 que correspondem as

bandas 1, 2 e 3, respectivamente. O consenso foi definido pelo PCR reverso e direto

dos clones. O exon 2 tem 91 pb em todos os clones, o intron 2 das bandas 1, 2 e 3

(C1, C2, C3) contém 570 pb, 850 pb, e 974 pb, respectivamente. Notar a sequéncia

doadora universal gt em 5’, e receptora ag em 3’ do intron 2 (sublinhado) (Fig. 19).

Cl
C2
C3

C1l
C2
C3

C1
C2
C3

Cl
C2
C3

C1l
C2
C3

PBirD -
GGAATCTGGG

AACGTGAATG

Exon 2
ATTATGAAGT

GGAATCTGGG

AACGTGAATG

ATTACGAAGT

GGAATCTGGG

AACGTGAATG

ATTATGAAGT

GGAATCTGGG

AACGTGAATG

ATTATGAAGT

R R I I i O 4

CAAAGGAGCA
CAAAGGAGCA
CAAAGGAGCA
CAAAGGAGCA
CAAAGGAGCA

KAk KXKAKKKK KKK

ttgtcagccc
ttgtcagccc

R R I I i O 4

gcattacaat
gcattgcaat

XKk kkKk KKKk

kA k kA k kK Kh*k

GTTCAGCCAA
GTTCAGCCAA
GTTCAGCCAA
GTTCAGCCAA
GTTCAGCCAA

LR i i i 4

acagaaatgt

acagaaatgt
kAhkkkkhk kK Kx*k

ctatgttcct
ctatgttcct

*khkkkkkkhkk k%K

cccaattcac

cccaattcac
* Kk k) kkkk k%K

R R IR I i i 4

AG
AG
AGgtaagaaa
AGgtaagaaa
AGgtaaggaa

KAk KXKAKKK KKK

tgttattcca

tgttattcct
kAhkAkKk Kk KKk kK

gcttgaatta
gcttgaatta

KAk kKKK kKK

acaaaattga

acaaaactga
kK kkKk Kkkhk*k

AGTGTATCCA

AGTGTATCCA
AGTCTATCCA
AGTCTATCCA

kAkkkhkkhk kKX *k

Intron 2

aagatctttc
aagatctttc
aagatctttc

R i A 4

ttgctgccat
ttgctgccat

kAkKkkkhk kK k%K

tttatgtatt
tttatgtatt

*khkkhkkkhkkkhkkkh*k

ggagattcct
ggagattcct

Kk khkkkhkk Kk kK kK

CGAAAAGTCA

G
CGAAAAATCA
CGAAAAATCA

CGAAAAGTCA
* Kk kK ok ko kK

tttcatcaac
tttcatcaac

tttcatcaac
* )k kkk Kk k Kk k)

ctaatggtta

ctaatggtta
kA AkKk A K kK Kk K

aattaaagat

aattaaaaaa
)k Kk khkkkk*x K

ggcaatttac
ggcaatttac

kK kkhkkk kK

CTGCATTGCC
CAACGAGGCC
CTGCATTGCC
CTGAATTGCC
CTGCATTGCC

* * * kK

aaattatt—--
aaatgatttc
aaattatttc

Xk k Kk Kk Kk k%

tctggatttt
tctggatttt

kAkkkhkAkh kK Kh*k

taattaatac
aattatatgg

*x X% * %

aaatagaatt

aaatagaact
*hkkkkkkhk K



Cc2
C3

C1
Cc2
C3

Cl
C2
C3

Cl
Cc2
C3

Cl
C2
C3

Cl
Cc2
C3

C1
C2
C3

C1l
C2
C3

Cl
C2
C3

C1l
C2
C3

Cl
C2
C3

tcctaatata
tcctaatatg

kkhkkkkhkk kK

gaggagggat
gaggagggat

kA AkKk A Kk Kk KKk K

ctgacatcct
ctgacatcct

ctgacatcct
Ak kkkhkk k) %k

aggggagcag
agggaagcag
agggaagcag

kkhkKkk Kk kKk*k

ttaaactctg
ttaaactctg
ttagaatctg

Xk Kk KKKk KKK

gatggtataa
gatggtatag

R IR IR b b b b b 4

gatgactttt
K’k Kk kK

ttagagaatg
ttagagaatg
ttagagaatg

KAkKXKAKKK KKK

atttaaattg

aagcact-
aagcacc-
ttaagaagta

* Kk kK

tataggttag
tataggttag

kkhkkkhkk Kk kK kK

cgagtgggga
caagtaggga

* kkhkAkKk kAKX K

cccccactcecce
cccccacttce

cccccactcecce
*kkhkkkk )k Kkk Xk

tctataggga
tctataggga
tctataggga

kkhkkkhkkKhk kK Kh*k

catgtctaca
catctctaca

catgtctacc
*khkkkkhkkkkhkx*k

tggttacaac
tggttacaac

aggttacaac
KKK KKKk KKK

gagtcagtct
gagtcagttt
gagtcagtct

kAhkkkkkAkKhkk*k K

aaatcttgaa
aaatcttgaa
agatcttgaa

* kkkkkk k%K

atacatgtgt

—agcctgaat
—agcctgaac

aagtctgaac
* Kk  kkkk Kk

tataactcgt

tataactcat
* Kk kkKkkxk*x K

attagccatg
attagccatg

actagccatg
* Ak kKKK KK

aggaaattcc
aggaaattcc

aggaaattcc
k*khkkkkhkk k) %k

gattcctgca
gatttctgca

gattcctgca
kK k Kk kKk*k

tgcatcaatt
tgcatcactt

tgcatca---
*khkkkkhkkk k%

tcaagattag
tcaagattag
gcaagattat

*kkk Kk Kk k%

ctctctgtcce
ctct--gtcc

ctct--gtcc
* Kk kK * Kk kK

cttatgaagg
cttatgcaga
cttatgcaga

XKk XkKkKkKk kK

agagttgtta

tctttgecttt
tctttgecttt
actttgcecttt

kkhkkkhkkKkkhkk*k

aaagtgttgg
aaagtgttga

kkhkKkkhkkKkkhk*k

agtcatttca
agtcatttca
agtcatttca

kAkk Kk Ak kKX *k

attaaagttt
atgaaagttt
attaaagttt

Kk kkhkkkk k%

ttataggcag
ttataggcag
ttataggcag

kkhkkkkKk kK kK

agaagtataa
agaaatgtaa

-—-—-—atataa
**kk*k * k)%

ttctgagaat
ttctgagaat
ttctgagaat

R i A 4

cagctcaacc
cagctcaacc

cagctcaccc
kAkkkkAkhk kKX *k

aa--t-gtta
a-—--t-gtta
aagatcgtta

* *x kk k%

agaggataca

gagacaccca

gagacaccca
* ok k ok ok ok ok ok ok k

tagctgcaac
tagctgcaac

tagctgcaac
XKk k kK Kk Kk kKK

atctatctgt
atctatatgt
atctatctgt

XKAkKXKKkKk KKK

aatacagtaa
aatacagtaa

aatacagtaa
kAhkKkKhk kK kK kK

aagatgt---
aagatgtgtt
aaggtgtgtt

Xk Kk KKKk KKK

gagattcaag
gagattcaag
gagattcaag

KAk KXKKAKKK KKK

tcattcacca
tcattcaccg

tcattcacca
* Kk Kk kkkk kK

ttttaagatc
ttttaagatc
taagatctta

* * *

caacttagtt

Exon 3

TATGAA
TATGAA
tcagTATGAA
tcagTATAAA
tcagTATGAA

kkhkKkkhkk Kk kK kK

GACGCCATGC
GACGCCATGC
GACGCCATGC
GACGCCATGC
GACACCATGC

kK kkkkk kK
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gccgtaccgt
ggtgtaccgt

* * kK k Kk k K

agatccagga
agatccagga

agatccagaa
*khkkkkkkhkkh*k

tctgaagaga
tctgaagaga
tctgaagaga

R i i i 4

atgatttaat
agtgtttaat

agtacttaat
* * kK kK

tctaggggaa
tctaggggaa

*khkkkkkkhkkk*k

tctatcgctg

* * K%

agatgttcaa
agatgttcaa

agatgttcaa
kAkkkhkAkk kKX *k

ttacagttca
gtacagttca
cagttgacat

gcttaattct

AATATGAATT
AATATGAATT
AATATGAATT
AATATGAATT
AATATGAATT

kkhkKkkhkk Kk kK kK



B
J
Cl
C2
C3

TAAAGTTAAT
TAAAGTGAAT
TAAGGTGAAT
TAAGGTGAAT

TAAAGTGAAT
* kK k ok k ok koK Kk

GGAGAGCCAG

~ Pair
TGGTCCTTCA

CC

GGAGAGCCAG

TGGTCCTTCA

CC

GGAAAGCCAG

TGGTCCTTCA

CC

GGAGAGCCAG

TGGTCCTTCA

CC

GGAGAGCCAG

TGGTCCTTCA

CcC

kkhkkkkKk kK kK

kAhkKkk kK kK kK

* *
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Figura 19. Sequenciamento PbirD-Pair. As denominag¢des C1, 2 e 3 sdo provisorias, até a
obtenc&o das sequéncias definitivas.

O produto de amplificacdo com os primers Paid-Par foi 150 pb indicando nao
haver intron nesta regiao (Fig. 20).

|| Paid-Par
PCR Marker

300 pb
u 150 pb
S0 pb

Figura 20. PCR Paid-Par.

A clonagem foi feita a partir do produto de PCR, tendo sido analisados seis
clones pela técnica de miniprep. Os clones foram comparados com o pUC 19
integro. Devido o produto ligado ao plasmideo ser muito pequeno, ndo aparece
diferenca entre os plasmideos recombinantes e o pUC (Fig. 21).

Paid-Par col 1
Paid-Par col 2
Paid-Par col 3
Paid-Par col 4

aid-Par col 5
Paid-Par col 6
pUC 19

0.

noBEas

Figura 21. Minipreps Paid-Par.
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Para confirmar o tamanho dos insertos foi feito um PCR com os primers SP6
e T7. Os clones Paid-Par col 2 e 6 ndo apresentam o inserto, os demais tém o
inserto do tamanho esperado (Fig 22).

| Paid-Par col 1
Paid-Par col 2
B Paid-Par col 3
\JPaid-Par col 4
WPaid-Par col 5
\WPaid-Par col 6
WPCR Marker

!

Figura 22. PCRs das minipreps Paid-Par.

Os clones Paid-Par col 1, 3, 4 e 5 foram sequenciados (Fig. 23). Os 4 clones
apresentaram a mesma sequéncia. O tamanho total do exon 3 é 227 pb. Alguns
pontos de mutacdo nas sequéncias obtidas dos clones diferem das sequéncias da
jararagina e da bothropasina.

Exon 3 (cont.) Paid -

B GCCAGTGGTC

CTTCACCTGG AAAAAAATAA AGGACTTTTT TCAAAAGATT ACAGCGAGAC
J GCCAGTGGTC CTTCACCTGG AAAAAAATAA AGGACTTTTT TCAAAAGATT ACAGCGAGAT
C GCCAGTGGTC CTTCACCTGG AAAAAAATAA AGGACTTTTT TCAGAAGATT ACAGCGAGAT
kAhhkhkkhhkkhkhhkkh Khhhkkhhhkkhhhkh dhhkkhhhkhhkh*dx hhkhkhhkhhhkhdx *hkk k,khkkhkkr*x *hkkhkkhkkhkkx
B TCATTATTCC CCTGATGGCA GAGAAATTAC AACATACCCT GCGGTTGAGG ATCACTGCTA
J TCATTATTCC CCTGATGGCA GAGAAATTAC AACATACCCC CCGGTTGAGG ATCACTGTTA
C TCATTATTCC CCTGATGACA GAGAAATTAC AACAAACCCT CTGGTTGAGG ATCACTGCTA
Ak khkkhkkhkkhkhkhk )k (khkhkhkhkhkh )k k(hkkkhkhkkhkhkkkhkh *(Khkkhk (kK%K Ak hkKhkhkkhkk*k (k) kkhk*k k%
~ Par
B TTATCATGGA CGCATCGAGA ATGATGCTGA
J TTATCATGGA CGCATCGAGA ATGATGCTGA

C TTATCATGGA CACATCGAGA ATGATGCTGA

kkhkhkhkkhkhkkkhkhkk * Khkkhkkhkhkkhkkk AhkAhAkkkkhkkkhkx

Figura 23. Sequenciamento Paid-Par. B (bothropasina), J (jararagina), C (consenso dos
clones).

Esta regido foi inicialmente amplificada com os primers P1d-P1r e clonada
(Quadro 2) pelo aluno de Mestrado Marcelo Moreira Tavares de Souza, e
posteriormente confirmada neste trabalho.
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Quadro 2 - Clones P1d-P1r. Nomeados pelo aluno Marcelo M. T. Souza. Alguns clones
tiveram seu nome alterado e corrigido apds a andlise do PCR (alteracdo entre
parénteses).

P1id - P1r
plinf4
plinfa {sup]
plinf7
plinf8 (sup)
plinflo
plmix 2
plmix 6
plinfC
plinfE {sup]
plinfF {sup]

Foram feitas minipreps a partir dos clones que estavam em estoque (stabs).
Os plasmideos recombinantes de sete colb6nias foram analisados apés a miniprep e

comparados com o plasmideo integro ou marcador (Fig. 24).

0 S
= 2
& -
< s =]
o = ) &
[==] - T} ) — oy
— - = NS ‘= &)
o [} P -~ — =)
- o =%
—
p—
l § e
bl
f o
LI
{3 Kl

Figura 24. Minipreps P1d-P1r.

Os tamanhos dos insertos foram analisados e confirmados por PCR utilizando
os primers SP6 e T7 (Fig. 25), e digestao Eco RI (Fig. 26).

O PCR indicou que os clones plinf 10 e plinf 7 ttm um inserto de ~750 pb, 0s
clones plinf 8, plinf E e plinf 6 tém um inserto de ~1 Kb. Notar que a denominagéo
original dos clones esta incorreta, pois inf 8, inf E e inf 6 sdo na realidade sup8, sup
E e sup 6 (inf = banda menor ou inferior; sup = banda maior ou superior no gel).
Conferir com a Tabela 2. A digestdo dos clones plinf 7 e plinf 10 confirmou a
presenca de inserto de ~600 pb. Os clones plinf8 e plinf E confirmaram a presenca
de um inserto de ~ 850 pb. O DNA do clone plinf6é ndo foi digerido.
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l 1 KB DNA Plus

plinf 10
plinf E

plinf 6 (sup)
1 Kb DNA Plus

plinf7

Figura 25. PCR das minipreps P1d-P1r

PKbMMMm

[IE

-
-

2000 pb  (—
1650 pb  (—

plinf 7

.‘p1inf5

1000 ph —
850 ph E—

B30 ph M——
SO0 ph —

]
o
S
o = w =1
EE £ 2
Q o =5 -
5000 pb
: . ’
>4 - .
S 2000 pb
Sl 1650 pb
= 1000 pb
- 850 pb
R ccopb
- 0ot

Figura 26. Digestdo com Eco Rl P1d-P1r.
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Foram sequenciados e alinhados os clones plinf 8, plinf E, plinf 6 que tinham

o0 inserto de ~ 850 pb (S), e os clones plinf 7 e plinf 10 que tinham o inserto de ~

600 pb (I), obtendo-se o consenso/diferencas entre as sequéncias. Foi encontrado

um intron de 624 pb na sequéncia superior e de 614 pb na sequéncia inferior,

evidenciando a existéncia de no minimo dois genes. Notar a sequéncia doadora

universal gt em 5’ e receptora ag em 3’ do intron 3 (sublinhado) (Fig. 27).

HWn g W

HW»n g W

Exon 3
CATGGACGCA

Pld -
TCGAGAATGA

CATGGACGCA

TCGAGAATGA

CATGGACGCA

TCGAGAATGA

CATGGACGCA

TCGAGAATGA

kAhkkkhkkk kK Kh*k

AA
AA
AAgtaagata
AAgtaagata

*khkkhkkkhkkkhkk k%K

kA KkKhk Ak kK Kk K

Intron 3

gtttctaatc
gtttctaatc

XKk Ak kKKK kKK

TGCTGACTCA
TGCTGACTCA
TGCTGACTCA
TGCTGACTCA

kAhkkkhkkKh kK Kh Kk

ttttatttat
ttttatttat

khkkhkkkhkkkhkkk*k

ACTGCAAGCA
ACTGCAAGCA
ACTGCAAGCA

ACTGTAAGCA
*kokk kokkok Kk

tttattaaga
tttattaaga

XKk Ak kKKK kKK

TCAGTGCATG
TCAGTGCATG
TCAGTGCATG
TCAGTGCATG

kAhkKkkhkkk kK Kh*k

ataatacact

ataatacact
* kkk kK Kkk k%

CAACGGTTTG
CAACGGTTTG
CAACGGTTTG

CAATGGTTTG
*k ok kokok ok ok Kk

ggtcttggag
ggtcttggag

XKk Ak kKKK kKK



H »n g w H Wn g W

Hongw

ttgtcacaga
ttgtcacaga

kkhkkkhkk Kk kK kK

tttgatagaa

tttgattgaa
kkhkKkkhkkKk KKx*k

gatctgtcta
gatctgtcta

*hkkkkhkkkkk*k

ggtagagaag
ggtagagaag

R i i i 4

agtatctaaa

agtatctaaa
kkhkkkhkkKk kK kK

tatatctttc
tatatctttc

kAkkkk Ak kKX *k

ggaaagaaaa

ggaaagaaaa
kkkhkk Ak k)i Kk k%)

tacttggtta
gacttggtta

kAhkKkKkkhkKk kK

tcagtgcagg
ccagtgcagg

kAhkKkKk kK Kk kK

tacccttttc

a-cccttttc
* Kk ok k ok k k%K

ATTGAACCCT
ATTGAACCCT
ATTGAACCCT

ATTGAACCCT
* Kk kK Kk kK ok kK

GAAAAGGAGG
GAAAAGGAGG
GAAAAGGAGG
GAAAAGGAGG

R i b b b 3

taaaatgagg
taaaatgagg

kK kkkkk kK

taccaagaag

taccaagaag
kAhkKkk kK kK kK

aaggagcttc
a-ggagcttc

* Ak Kk KKk KKK

ataaataggt
ataaataggt

KAKKXKKKK KKK

atgaatactg

tgatcatagc
tgttcatagc

Xk KAk KkkKk K

taaaaatgtc

taaaaatgtc
Ak kkkhkk k) %k

gttaaaaatg

gttaaaaata
kkhkkKkkhkk kK

tgatctctga

ttatctctga
* Ak Ak KKk kKK

cactattgtt

cac—-attgtt
kK KAk kkKk*k

TGAAGCTTTC
TGAAGCTTCC
TGAAGCTTCC
TGAAGCTTCC

kAhkkkAkKkKkk K

ATGAGGCCCC
ATGAGGCCCC
ATGAGGCCCC
ATGAGGCCCC

KAk KXKAKKkK KKK

gacatcagtt
gacgtcagtt

kkk kk kK kK

agctcctgcc

agctgctgcc
kkhkKkk kkhkkk*k

caagcccctg

caagcccctg
*khkkkkhkkk Kk k%K

ttcaaattgce
ttcaaattgce

R i i i 4

tacaaatatt

tacaaatatt
* Kk kK k Kk k Kk x Kk

tgtatcattg
tgtatctttg

KAk kkKk KKk %k

agtgagtgtt
agtgagtgtt

LR i i i 4

ggtctcagag
ggtctcagag

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

cctaacaata

cctaacaata
*khkkkhkkkKhx*k

tttcaagact
tttcaagact

kK kkhkkk kK

agtcactaga

agtcactaga
kAhkKkk kK kK kK

tctcctttac
tctcctttac

KAk KAkKkK KK KKK

ataccttgct
ataccttgct

KAKKXKAKKK KKK

tcatggttgc
tcatggctgce

kkhkKkKhkkKk KkKhk*k

agaagtatga
agaggtatga

kK KAk KkKk K

aagaaggaat
aagaagggat

XKAkKXKKKKX kK

ctgagtttca

ctgagtttca
kK kkkkk kK

ttctcttectg

ttctcttectg
kA KkKk ARk kKK

Exon 4

AGGA
AGGA
ttacgaAGGA

ttacagAGGA
Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok

CAACAGTGAA
CGACAGTGAA
CGACAGTGAA

CGACAGTGAA
K koK ok ok ok ok ok ok

CAAAATGTGT
CAAAATGTGT
CAAA-TGTGT
CAAAATGTGT

R b o b b 4

CATTTCAAGC
TATTTCAAGC
CATTTCAAGC
CATTTCAAGC

kkkkkKkkhk*k

GCCCATGCAG
GCCCATGCAG
GCCCATGCAG
GCCCATGCAG

kA KkKk ARk Kk Kk K

GGGGTAACCC
GGGGTAACCC
GGGGTAACCC
GGGGTAACCC

KAk KXKkKKkK KKK

tctgcagaat
tctgcagaat

kkhkkkk Kk kK kK

gacaatagga

gacaatagga
kkhkkkhkkKk kK kK

atataggaat
atataggagg

*kkk Kk Kk Kk k%

agaaaggtat
agaaaggtat

R i i i 4

actgagcgtg
attgagtgtg

* kkkk KKk %k

gaaagcgata
gaaagtgata

kkhkkkk KAk Kk

ttaaaaacac

tgaaaaacac
* kkkhkkkkhk%k

ttcccaacta

ttcccaacta
* Kk k) kkkk k%K

ttgcttctcce

ttgcttctcc
kAhkkkhkAkk kK k%K

TTCAAAGGGA
TTCAAAGGGA
TTCAAAGGGA
TTCAAAGGGA

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

TCTTCAAATA
TCTTCAAATA
TCTTCAAATA

TCTTCAAATA
Kk Kk kK koK kK x

AGAATTGGAA
AGAATTGGAA
AGAATTGGAA
AGAATTGGAA

R b b b 4

taagaaagac

taagaaagac
* Kk ok ok ok ok ok kK k

agctaaatca

agctaaataa
kkhkKkkhkkikKkkk K

tgatgctaca
tgatgctaca

KAk KAKkKk KK KKK

tccatgcaaa

tccatgcaaa
KAKKXKKKK KKK

tgcaatctct

tgcaatctct
kAhkKkk kK kK kK

tgagtgctga
tgagtgctga

kA Ak A Kk Kk Kk kK

agggaatgtt
agggaatgtt

KAKKXKKXKK KKK

gctaacatca

gctaacatca
kAhkKkkkh Kk Kk kK

atctctgatc

atctctgatc
kA KkKk Ak kK Kk K

GACATACTTT
GACGTACTTT
GACGTACTTT
GACGTACTTT

kK KAk kkKk*k

TGAAAATGTA
TGAAAATGTA
TGAAAATGTA

TGAAAATGTA
Kk ok koK kKKK Kk

ATCATATGAA
ATCATATGAA
ATCATATGAA
ATCATATGAA

KAk KXKKkKKkK KKK
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— Plr
CCCATCAAAA AGGCCTCTC
CCCATCAAAA AGGCCTCTC
CCCATCAAAA AGGCCTCTC
CCCATCAAAA AGGCCTCTC
khkkhkkhkhkkhkhkkhkhk kkhkkkhkkhkhkhkhk
Figura 27. Sequenciamento P1d-Plr. As denominag¢des S e | séo provisorias, até a
obtencdo das sequéncias definitivas.

H W0 g W

O produto da amplificacdo do par de primers P1d — P1rr € ~600 pb (Fig. 28). A
banda foi recortada do gel de agarose 1,5%, ligada no plasmideo pGEM T-easy

Vector e usado para transformar as bactérias competentes DH-5 a.

P1d - P1rr
|| Kb DNA Plus

\

-
.-

5000 pb

2000 pb
1650 pb

1

1000 pb

850 pb

—3 .— 850 pb

- c00pb

Figura 28. PCR P1d-P1rr. A banda mostrada pela flecha foi recortada, purificada e ligada no
plasmideo.

Os clones de 7 colbnias foram analisados por miniprep. O produto das
minipreps foi resolvido em gel de agarose 1,0 % e comparado com pUC 19 integro
(sem inserto). O clone P1d — P1rr col 10 apresentou uma banda menor que 0s

demais, indicando néo ter o inserto (Fig. 29).

oy & & i
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© =) © =] =]
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- o
yr— R 3 ——
-—e— - —
-—
e

Figura 29. Minipreps P1d-P1rr.

Para confirmar o tamanho dos insertos foi feito um PCR com os primers SP6 e
T7. A analise do padrao de migracdo do PCR permitiu identificar os plasmideos com

os insertos desejados (~ 800 pb), exceto o clone P1d - Pirr col 10 (Fig. 30). A
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digestdo com Eco RI confirmou os tamanhos dos insertos observados nos PCRs

(Fig. 31).

P1d - P1rr (col 10)
P1d - P1rr (col 12)

P1d - P1rr (col 11)
8Lambda 50 ng

P1d - P1rr (col 8)
P1d - P1rr {col 9)
[ Lambda 100 ng
{1 Kb DNA Plus

5000 pb

2000 pb
W 1550 pb

e 1000 pb
- W 350 pb
B 650 pb

M 500 pb
400 pb

300 pb

. 200 pb

100 pb

Figura 30. PCR das Minipreps P1d-P1rr.

P1d - P1rr {col 10)
P1d - P1rr (col 11)
P1d - P1rr (col 12)
1 Kb DNA Plus

puC 19

© &
5 =
o 8
= (=
e —
o o
= o
= -—
o o

P1d~F‘1rr(1)
P1d - P1rr (2)
1 Kb DNA Plus

5000 pt

2000 pb 'ﬁ
1650 pb

2000 pb
. 1650 ph
1000pb ©
250 pb 1000 ph
350 ph
650 pb - 650 ph

Figura 31. A digestdo Eco RI P1d-P1rr.

O produto das minipreps dos clones 2, 8 e 9 da regido P1d-Plrr foi
sequenciado utilizando o primer T7 (direto). O alinhamento gerou o consenso (C)

entre os trés clones. Notar a sequéncia doadora universal gt em 5 do introns 3

(sublinhado) (Fig. 32).

Exon 3 Pld -
B CATGGACGCA TCGAGAATGA TGCTGACTCA ACTGCAAGCA TCAGTGCATG CAACGGTTTG

J CATGGACGCA TCGAGAATGA TGCTGACTCA ACTGCAAGCA TCAGTGCATG CAACGGTTTG
C CATGGACGCA TCGAGAATGA TGCTGACTCA ACTGCAAGCA TCAGTGCATG CAACGGTTTG

khkkhkkhkkhkhkhkhkhkd *hkkhkhkhkhhkhkhk dhkhkhkhkhhkhkhkdx dhkhhkhhkhhhkx dhxhkrhkrhkrhdx *hkhhkhhhkhkhk

B AA

AR Intron 3

C AAgtaagata gtctctaatc ttttatttat tttattaaga ataatacact ggtcttggag
* *

C ttgtcacaga taaaatgagg gacatcagtt tttcaagact tctgcagaat taagaaagac

c.



C

C

tttgatagaa
gatctgtcta
ggtagagaag
agtatctaaa
tatatctttc
ggaaagaaaa

tacttggtta

taccaagaag
aaggagcttc
ataaataggt
atgaatactg
tgatcatagc
taaaaatgtc

gttaaaaatg

agctcctgcc
caagcccctg
ttcaaattgce
tacaaatatt
tgtatcattg

agtgagtgtt

agtcactaga
tcteccectttac
ataccttgct
tcatggttgc
agaagtatga

aagaaggaat

— Plrr

ggtctcagag

ctgagtttca

gacaatagga
atataggaat
agaaaggtat
actgagcgtg
gaaagcaata
ttaaaaacac

ttc

Figura 32. Sequenciamento do P1d-P1rr. Confirmagéo do intron 3.

Os primers P0Od localizados no exon 4 e POrr (no intron) foram Uteis para

agctaaatca
tgatgctaca
tccatgcaaa
tgcaatctct
tgagtgctga

agggaatgtt

60

identificar o tamanho do exon presente no pré-dominio e inicio do catalitico. O exon

4 tem 193 pb. O intron 4 tem 523 pb e 521 pb nas bandas S e I, respectivamente. O

exon 5 tem 61 pb. Notar a sequéncia doadora universal gt em 5’ dos introns 4 € 5, e

receptora ag em 3’ do intron 4 (sublinhado).

Esta regido foi amplificada, clonada e sequenciada pelo aluno de Mestrado

Marcelo Moreira Tavares de Souza (Fig. 33).

H Wn g W H W»n g W

n

Exon 4
GTAGAAAAGG

POd -

AGGATGAGGC

GTAGAAAAGG

AGGATGAGGC

GTAGAAAAGG

AGGATGAGGC

GTAGAAAAGG

AGGATGAGGC

kAkkkhkkAkk kKX *k

GAACCCATCA
GAACCCATCA
GAACCCATCA
GAACCCATCA

R i i b 4

cctggtttga

cctcgtttga
kk Kk kkkk kK

ctttgtgggg
cttttttggg

*kkhkkk kK Kk *k

attctagcca
attctagcta

*hkkkkkkkhkk K

ggattatagc
ggattatcgc

*hkkhkkkhkkk k%

kA KkKk ARk Kk Kk K

AAAAGGCCTC
AAAAGGCCTC
AAAAGGCCTC
AAAAGGCCTC

KAkKXKAKKK KKK

gaacagggat
gaacagggat

kkhkKkkkkkhk kK

gggtaattag
gggtaattag

R R IR I i O 4

tggtataaaa
tgggataaaa

Xk Kk KKKk KkKkK

gttttctttg
gttt-ctttg

XKAkKkKk KKK KK

CCCCAAAATG
CCCCAAAATG
CCCCAAA-TG

CCCCAAAATG
* Kk kK Kk kK Kk kK

TCAGTTAGTT
TCAGTTAGCT
TCAGTTAGTT
TCAGTTAGTT

R i i o i S 4

tcatatactt

tcatttactt
*khk*x Kk Kk k%

ataatca-ca

atagaattca
* Kk x * *

gaaataatgg
gaaataatgg

R b o b b 4

atcatgcaaa

atcatgcaaa
kkkkkhk kK Kk k%)

TGTGGGGTAA
TGTGGGGTAA
TGTGGGGTAA
TGTGGGGTAA

kA KkKk ARk Kk Kk K

GTTACTGCTG
TTTACTGCTG
GTTACTGCTG
CTTACTCCTG

Xk kkk Kk k

gtttctaaaa

gtttctaaaa
kAhkKkKhkkh Kk kK kK

aagggggaca
aaagggagga

* Kk kk*kx *

aaatatgatg
gaatatgatg

*hkkkkkk kK

gttagtttgg
ggtagtttgg

X KKK KKKKK

CCCAGAATTG
CCCAGAATTG
CCCAGAATTG

CCCAGAATTG
* Kk kK Kk kK Kk kK

AA

AA  Intron
AAgtaagctc
AAgtaagctc

R i i b 4

tataacgtaa

tataacgtaa
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ccccccecattt

ccccccecattt
*khkkkhk Kk kKhx*k

aatagaaaat

aattgaaaat
*k Kk Khkhkkkk%k

agatttgaat
agatttgaat

Xk kkkkkkkxk

GAAATCATAT
GAAATCATAT
GAAATCATAT

GAAATCATAT
Kk ok koK kKKK Kk

4
tcatattaaa

tcatattaaa
* )k kk Kk kk Kk kk

gagagaaatt

gagagaaatt
kAhkKkkk Kk kKkk

atattttttt

ctattttttt
Kok Kok Kok Kok K

acatgttcca

ac—-tg-tcca
* Kk k** k(Kk*k%k

caaaatggag

caaaatggag
Ak kkkhkk k) %k
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Figura 33. Sequenciamento POdd-POrr. Sequenciamento do final do Pr6-Dominio e inicio do

5.3

ttaaatgaat
ttaaatgaat

Xk kkkkkkkxk

tcaatttgga
tcaatttgga

*khkkhkkkkkhkkkh*k

ggcaaaagat

ggcaaaagat
*khkkkkhk k) Kk kx*k

aaatgttaaa

aaatgttaaa
kkhkkkkhkk Kk k%)

cagccttttc

cagcccttge
*kkkk KKk %k

CTTTTCATAG
TTTTTCGTAG
TTTTTCATAG
TTTTTCATAG

XAk KkKkKk Kk K

ctgcattgga
ctgcattgga

kkhkkkhkk Kk kK Kk *k

ctccaaatca

ctccaaatca
* kkkkkkkkk

tcaatttgca
tcaatttgca

XKk k kK kK kKK

gaaactgcct

gaaactgcct
*khkkkkkkk*k*k

attgacatga
attgacatga

KAKKXKAKKK KKK

tttattgttc
tttattgttc

XKk k kK Kk kKKK

TTGTGGACCA
TTGTGGACCA
TTGTGGACCA
TTGTGGACCA

KAkKXKAKKK KKK

gccaaccaat

cccaaccaat
* Kk kK kkkk K

tttcaacttt
tgtcaacttc

* kk Kk Kk Kk kK

tccaaagtga

tccaaagtga
*kkkkhkkkKhKx*k

aatacatatc

aatacatatc
* kkk kX kk k%

aacaacagtt

aacaacaatt
*kkhkkkk*x*x K%k

ctaaatcaat

ctaaatcaat
* kkkk kK kk*k

gagttccttc
gagttctttc

XKk kkkKk kKK

tagaagttca
tagaagttca

XKk KAkKkKk KKK KK

tcaacattct

tcaacattct
* )k kkkkkkk*k

Exon 5

CAA
CAA
tgtttagCAA
tgtttagCAA

kkkkkkkhkkh*k

AGGAATGG
AGGAACCG
AGGAATGGgt
AGGAATGGgt

* Kk k ok k * k x

atttacaaag

atttacaaag
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

CAAAAATATA
CAAAGATATG
CAAAGATATA
CAAAGATATA

Xk k Kk KKk kK

Intron 5
aagtaacctg

aagtaacctg
Kk kkkkk k) %k

ttaagagtca

ttttaaaaat
ttttaaaaat

Xk kkkkkk kK

cttccttcct
cttccttcct

*kkkhkkkkkhkkkh*k

aaatctcact

aaatctc-ct
*kkkkk*x*x K%k

tgttggctgce
tgttggctgce

LR i i i 4

ACCCCTTCAG
ACCCCTACAA
ACCCCTACAA
ACCCCTACAA

*kkkkkkx kK

gatatctttc
gatatctttc
Ak kkkhk k) Kk k%)

— POrr
tttgtaaata

aatcaaatta

aatcaaatta
* k k ok k Kk k Kk kK

tccttttggt
ttcttttggt

* Ak kKKK KK

ttttt-atta
ttttttatta

XKk KkKkKk KKKk K

tgggagcaaa
tgggagcaaa

KAKKXKAKKK KKK

ATACGTTGAG
ATACATTGAG
ATACGTTGAG
ATACGTTGAG

XKk kk Kk k kK

cattttcttt
cattttcttt

KAk KXKAKKK KKK

tactctaatt

ttaagagtca

tttgtaaata

tactctaatt

kAhkKkkhkkkkk kK

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

kAhkKkk kK kKKK
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dominio catalitico. As denominagdes S e | sdo provisérias, até a obtencdo das
sequéncias definitivas.

O Dominio Catalitico € mostrado no box em verde; a sequéncia sem cor esta

Dominio Catalitico

em processo de sequenciamento. Tendo como base as sequéncias dos cDNAs,

esse dominio é codificado pelos nucleotideos 639 até 1307 (bothropasina). Os

asteriscos mostram identidade de sequéncia; a falta deles indica divergéncia entre

0os cDNAs. Os tracos verticais denotam a presenca de introns identificados neste

trabalho, conforme detalhado abaixo.



~ Plr Exon 5 (61 pb)
Jararag’ina I'GRACCCATCAAAANGGCCTCTCAGTTAGCTTTTACT G 470
Bothropasina IGRACCCATCAARAARAGGCCTCTCRGTTAGTTGTTACTG 660
e e e e e e ke e dbe e e e e e ek b Wb b Wb e ke e ke e b el e ke ek b ke b e B R R T o
intron & Exon & (71 pb)
Jararagina 530
Bothropasina 720
[he e dhedle el dbedle ke e kel e e e el e e e ol el e e e e el e e e ol el e e e e e e ke e e el e e e e e e e
«~ BOr Eldr — intron &
Jararagina 550
EBothropasina 780
[#he e e e e e e e ek e e e e el e e e e e e e e e e e b e e e el e e e e el e e e e e e e e e e e el e e e e e e
Exon T (parcial - 181 pb) — P21
Jararagina 650
Bothropasina 840
e e e e e e e e ke e ke e e ek e e e e e e e e e e e e e e e e sl e e e e el e e e e ol e e e e ol e e e e e e e el e
pdd
Jararagina 710
Bothropasina s00
e e e e e ke e e e e e e e ke el e e e e hele e e e e e ke e e e e ke e e e e e e e e e e e ek e e e e ke e e e e e el e
« Pédir BdirD —
Jararagina CTTCRL 770
e e e e e ke e e e e e e e ke el e e e e hele e e e e e ke e e e e ke e e e e e e e e e e e ek e e e e ke e e e e e el e
Pl3d -
Jarara g-_-i_na TGGACCRACTATAGEGATATGCTTACATAGECAGCATGTGCCACCCGARGCEGTTCTGTAGG| B30
Eothropasina |TGGACCAACTATAGGATATGCTTACATAGGCAGCATGTGCCACCOGRAGCGTTCTGTAGC| 1020
e e e e e e e e el e e e ke el e e e e dhele e e e e e ke e e e e ke e e e e e el e e e e e e ke e e e ol ke e e e e e el
+— P4r
Ja raragina AATTGTTCAGGATTATAGCCCAATAAATCTTGTGGTTGOTGTTATALTGGCCCATGAGRT| 890
Bothropasina ARTTGTTGAGGLATTATAGCCCAATAAATCTTGTGGTTGCTGTTATAATGECCCATGAGRT| 1080
ke e e e e e el e e e ke el e e e e dhede e e e e e ke e e e e ke e e e e e e e e e e e e ke e e e e kel e e e e el e
~ P11drR P11d — Exon V (parcial - 67 pb)
Jararagina GGGTCATAATTTG 950
e e e e e e e e el *****ﬂrﬂr*-‘k****ﬂr******* ek e e ek e e e e e e e e e e e el e e e e e e e
srtnom ¥ Exon X (178 pb) P9d — ~ Plir
Jararagina 1010
EBothropasina 1200
e ke e e ke e e e e ke e e ke e e e ke e e e ke e e e ke e ke ke e ke e ke e e b e e ke e e e e ke e e ke e ke e ke e e e e e
Jararagina 1070
Bothropasina 1260
e e e e e ke e e e e ke e e e e e e ke e e el e e e e ke ek ek e e e ke e e ol e e e e e ol e el e e e e e e
Jararagina 1130
Eothropasina 1320
e ke e e e e e e el e e ke el e e e e hede e e e e e ke e e e e ke e e e e e el e e e e e e sk el e e e e e e e e el e
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Foi desenhado o par de primers POdd — POrr a partir do intron sequenciado na
regido catalitica. A analise do produto do PCR mostrou 3 bandas, nhomeadas 1, 2 e
3, com tamanhos de ~680 pb, ~640 pb, e ~480 pb, respectivamente (Fig. 34).
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"1 Kb DNA Plus

=

o

o

]

o

o

o

o
—

2000 ph
1650 pb

1000 pb
850 pb
650 pb
500 pb
400 pb
300 pb

Figura 34. PCR P0dd-POrr.

As 3 bandas foram recortadas, ligadas em plasmideos e usadas para
transformar as bactérias competentes. Foram analisados 7 clones P0Odd — POrr 1
(banda 1), 6 clones P0Odd — POrr 2 (banda 2) e 2 clones POdd — POrr 3 (banda 3) (Fig
35).

)
)

P0dd - P0Orr 2 {col 7)
| P0dd - POrr 2 {col 8)
P0dd - POrr 1 (col 2)
P0dd - POrr 1 {col 3)
P0dd - POrr 3 {col 2)

—_~
=
=]
.U.
[ae]
—
L
S
o
\
=]
=
=1
o

‘ P0dd - POrr 2 {col 2)
U pUC 19 100 ng

~ @
© ©
Q Q
" ~
= =
o [=1
[V o

'
= =
o =l
< o
o o

‘, P0dd - POrr 2 (col 1)

l . f PO0dd - POrr 2 (col 3)

el

Figura 35. Minipreps P0Odd-POrr. As diferentes colénias foram comparadas com o pUC 19
integro.

A analise dos PCRs mostrou que no momento de recortar as bandas houve
uma mistura de material entre as 3 bandas, sendo possivel visualizar este resultado
no PCR. Os clones P0Odd — POrr 1 col 7 e POdd — POrrr 2 col 7 ndo tinham inserto (o
plasmideo fechado gera uma banda de 180 pb referente ao préprio plasmidio) (Fig.
36).
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9)
10)

P0dd - POrr 1 (col 7)
P0dd - POrr 1 {col 8)
P0dd - P0Orr 1 {co
P0dd - POrr 1 {co
P0dd - POrr 2 {co
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i o= Y =
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L 0 g o =2 s S oS D = <
i ' = - T o o o o © © =
s 2 & 7 v ' ' = =] o
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o o — - o o o © @
T - o o o s | Al =y
- .
5000 pb
l — -t
L
2000 0
=zonop| i 5000eb
1850 pbs —
“ S 1000 p! W 2000 pb
W 550 pb W 1650 pb
650 pb
% 500 pb
400 pb “ W 1000 pb
300 pb . 850 pb
200 pb
" - - 650 pb

Figura 36. PCR das minipreps P0dd-POrr.

A digestdo com EcoRI permitiu separar as bandas pelo tamanho, conforme
esperado. Os clones POdd — Porr 3 col 1 e 2, POdd — POrr 1 col 8, 9 e 10 tém o
inserto de ~480 pb (correspondente a banda 3). O clone POdd — POrr 1 col 2 tem o
fragmento de ~640 pb (banda 2); os clones POdd — POrr 1 col 1, POdd — POrr 2 col 1,

2,3, 8 e 9tém a banda de
POdd — POrr 2 col 7 ndo tém

~680 pb (banda 1). Os clones POdd — POrr 1 col 3 e 7,
inserto (Fig. 37).
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P0dd - POrr 1 {col 8)
P0dd - POrr 1 {(col 9)
P0dd - POrr 1 (col 10}
P0dd - POrr 2 {col 7)
P0dd - POrr 2 (col 8)
P0dd - POrr 2 {col 9)
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©
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i,
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o
'
=t
=
o
o

1 Kb DNA Plus

puC 19

P0dd - POrr 3 (1)
P0dd - POrr 3 (2
pUC 19 {100 ng)
1 Kb DNA Plus

000 pb

2000 pb

2000 ph
1850 pb

1650 pb

1000 pb
850 pb
650 pb
500 pb

Figura 37. Digestao EcoRI POdd-POrr.

Foi feito o sequenciamento das 3 bandas obtendo-se os consensos (Cons). O

exon 5 tem 61 pb. Para andlise do consenso as sequéncias foram divididas em duas

partes: a banda 3, e as bandas 1 e 2 que mostraram ter maior identidade entre si. Os

asteriscos indicam a identidade entre as sequéncias. Notar a sequéncia receptora

universal ag em 3’ do intron 4, a sequéncia doadora universal gt em 5’ do intron 5

(sublinhado) (Fig. 38).



PO0dd-POrr3- COL1

P0dd-POrr3- COL2

P0dd-POrr3- COL5

Cons

P0dd-POrr2- COLS

P0dd-POrrl- COLS

PO0dd-POrrl- COLI1O0

Cons

3-C1 caaaatggag ttaaatgaat
3-C2 caaaatggag ttaaatgaat
3-C5 caaaatggag ttaaatgaat
CODS kAhkkkkhkkhkkhkkk kkhkkkhkkhkkkhkkk%k
2-C8 caaaatggag attaaatgaa
1-C8 caaaatggag attaaatgaa
1-C10 caaaatggag attaaatgaa
Cons khkhkhkhkhkhkhhk khkhkkhkkkkkk
3-C1 ttttaaaaat aatcaaatta
3-C2 ttttaaaaat aatcaaatta
3-C5 ttttaaaaat aatcaaatta
Cons khkhkhkhkhkhkhkhkk khkhkkhkkkkkk
2-C8 tttttaaaaa taatcaaatt
1-C8 tttttaaaaa taatcaaatt
1-C10 tttttaaaaa taatcaaatt
Cons *kkhkkkhkkhkkkhkkhkkkh kkhkkkhkkkkhkkk*k
3-C1 gagttccttc cttccttect
3-C2 gagttccttc cttccttect
3-C5 gagttccttc cttccttect
CODS *khkkkhkkhkhkkhkKhkhkkhkx khkkhkkkkhkkxk*k
2-C8 gagttctttc cttccttect
1-C8 gagttctttc cttccttcct
1-C10 gagttccttc cttccttcect
CODS *kkhkkkkhk Kkhkk kkhkkkhkkikkkhkkk*k
3-C1 aatacatatc tagaagttca
3-C2 aatacatatc tagaagttca
3-C5 aatacatatc tagaagttca
Cons *hkhkhkhkhkhkhkhkk  khkhkkhkkkkkk
2-C8 aatacatatc tagaagttca
1-C8 aatacatatc tagaagttca
1-C10 aatacatatc tagaagttca
CODS KAk AkAk A Ak hAhh KAk khkkkkk
3-C1 attgacatga aacaacagtt
3-C2 attgacatga aacaacaatt
3-C5 attgacatga aacaacagtt
Cons *kkhkkkhkkhkkhkkhkkkh kkhkkkhkkikkk k%
2-C8 attgacatga aacaacaatt
1-C8 attgacatga aacaacaatt
1-C10 attgcacaga aacaacagtt

Cons

kK Kk kkkhk kK

kkhkkkhkkkk kK

ctccaaatca
ctccaaatca
ctccaaatca
* kkkkk ok kK k
tctccaaatc
tctccaaatc

tctccaaatc
* Kk Kk kkkk Kk kK

tcaatttgga
tcaatttgga
tcaatttgga
kAhkKkKhk Ak KKk Kk kK
tcaatttgga
tcaatttgga
tcagtttgga

kK KKKk KKK

tccttttggt
ttcttttggt
tcctctaggt
* k% *x k)%
ttcttttggt
ttcttttggt
ttcttttggt

KAKKXKAKKK KKK

aaatctcact
aaatctcact
aaatctcact
* ok k ok ok ok ok ok ok k
aaatctc-ct
aaatctc-ct

aaatctc-ct
* Kk KkkKhkx*k k%

tcaacattct
tcaacattct
tcaacattct
* )k kkk Kk kkkk
tcaacattct
tcaacattct

tcaacattct
* k Kk k ok kk kKK

pP0dd -
gtagtttgg

Intron 4
agatttgaat

gtagtttgg

agatttgaat

gtagtttgg

agatttgaat

kkhkkkkKkKhk*K

gtagtttgg

kkhkkkhkkhkkhkkKxKk

agatttgaat

gtagtttgg

agatttgaat

gtagtttgg

agatttgaat

*kkkk Kk Kk Kk kK

tttcaacttt
tttcaacttt
tttcaacttt
* kkkkkkkk*k
atgtcaactt
atgtcaactt

atttcaactt
*k Kk Kk kkKx%k

tcaatttgca
tcaatttgca
tcaatttgca
kkhkkkkk kK Kx Kk
tcaatttgca
tcaatttgca
tcaatttgca

*hkkkkk Kk kK%K

ggcaaaagat
ggcaaaagat
ggcaaaagat
*khkkkkhkk Kk k%K
ggcaaaagat
ggcaaaagat

ggcaaaagat
R R i b o b b o

ttttttatta
ttttttatta
ttttttatta
* kK ok Kk koK kK x
ttttttatta
ttttttatta

ttttttatta
Kk Kk oKk ok kK x

tgttggctgce
tgttggctgce
tgttggctgce
*khkkkkhk k) Kk kx%k
tgttggctgc
tgttggctgc
tgttggctgce

kkhkkkhkk Kk kK kK

*khkkhkkkkkhkkkh*k

ctaaatcaat
ctaaatcaat
ctaaatcaat
* )k kkkkkkk*k
cctaaatcaa
caaaatcaaa

tctaaatcaa
* Kk Kk kk kKK

tccaaagtga
tccaaagtga
tccaaagtga
kAhk KKk Ak KKk Kk kK
tccaaagtga
tccaaagtga

tccaaagtga
*khkkk Kk kk k) K

aaaactgcct
gaaactgcct
gaaactgcct
* Kk kkkkk Kk kK
gaaactgcct
gaaactgcct

gaaactgcct
KAKKKKKK KKK

aaatgttaaa
aaatgttaaa
aaatgttaaa
Kk Kk Kk Ak KKk Kk Kkk
aaatgttaaa
aaatgttaaa

aaatgttaaa
kA Akk AKX KKK

tgggagcaaa
tgggagcaaa
tgggagcaaa
*khkkkkkk k) %k
tgggagcaaa
tgggagcaaa
tgggagcaaa

kK Kk kkkk kK
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3-C1
3-C2
3-C5
Cons
2-C8
1-C8
1-C10
cons

3-C1
3-C2
3-C5
Cons
2-C8
1-C8
1-C10
Cons

3-C1
3-C2
3-C5
Cons
2-C8
1-C8
1-C10
cons

3-C1
3-C2
3-C5
Cons
2-C8
1-C8
1-C10
Cons

Figura 38. Sequenciamento P0Odd-POrr.

caggcctttce
cagcctttte
cagcctttte
kAhkKkk kK kK kK
cagcccttge
cagcccttge
cagccttttce

XKk Kk kKA kK kKK

ATACGTTGAG
ATACATTGAG
ATACGTTGAG
ATACGTTGAG
ATACGTTGAG
XKk KkKk KKKk K
ATACGTTGAG
ATACGTTGAG
ATACGTTGAG

XKAkKkKk KKK KK

atatctttcc
atatctttcc
atatctttcc
* Kk Kk ok kk ok k kK
atatctttcc
atatctttcc

atatctttcc
* Kk Kk kkkk Kk kK

taagagtcat
taagagtcat
taagagtcat

KAk KXKAKKK KKK

taagagtcat
taagagtcat

taagagtcat
kAhkKkkkkkhk kK

tac

tac

tac
* % %

tac

tac

tac
* % %

tttattgttc
tttattgttc
tttattgttc
kkhkkkhkkKk kK Kh*k
tttattgttc
tttattgttc
tttattgttc

*khkkhkkkkhkhkkh*k

CTTTTCATAG
TTTTTCGTAG
TTTTTCATAG
TTTTTCATAG
TTTTTCATAG

Xk KkKk Kk KKk Kk
TTTTTCATAG
TTTTTCATAG
TTTTTCATAG

XKk KkKkKk KKk K

attttctttc
attttctttc
attttctttc

Exon 5 (61 pb)

CAA

CAA
tgtttagCAA
tgtttagCAA
tgtttagCAA
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok
tgtttagCAA
tgtttagCAA
tgtttagCAA

XAk k kKKK kKK

TTGTGGACCA
TTGTGGACCA
TTGTGGACCA
TTGCGGACCA
TTGTGGACCA
KAk KAkKkK KKK KK
TTGTGGACCA
TTGTGGACCA
TTGTGGACCA

KAKKXKKKK KKK

tgcattggag
tgcattggac
tgcattggag

hkAhkkkhkkhkk Ak Ak krhkxk*k

attttctttc
attttctttc

attttctttc
*khkkkhkKkkKhx*k

ttgtaaatat
ttgtaaatat
ttgtaaatat
Ak kkkhk k) Kk k%)
ttgtaaatat
ttgtaaatat

ttgtaaatat
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

tgcattggac
tgcattggac
tgcattggag

kAhkKkKk kK Kk kK

accctaattt
actctaattt
actctaattt
* )k kk Kk kk Kk kK
actctaattt
actctaattt

actctaattt
* Kk Kk kkkk kKK

CAAAAATATA
CAAAGATATG
CAAAGATATA
CANAGATATA
CAAAGATATA
*kokok  kokkokok
CAAAGATATA
CAAAGATATA
CAAAGATATA

*hkkkkkkkkh*k

AGGAATGG

AGGAACCG

AGGAATGGta
AGGAATGGta
AGGAATGGta
*kkkkkhkk Kkk*k
AGGAATGGta
AGGAATGGta
AGGAATGGta

*hkkhkkkk Kkk%k

ccaaccaata
ccaaccaata
ccaaccaata

ccaaccaata
ccaaccaata

ccaaccaata
*khkkkhkkkKhx*k

ACCCCTTCAG
ACCCCTACAA
ACCCCGACAA
ACCCCTACAA
ACCCCTACAA
khkxkkkk Kk

ACCCCTACAA
ACCCCTACAA
ACCCCTACAA

XAk k kKKK kKK

Intron 5
agtaacctgg
agtaacctgg
agtaacctgg
*khkkkkkkk*k*k
agtaacctgg
agtaacctgg
ggtaacctgg

KAKKXKKKK KKK

tttacaaagt
tttacaaagt
tttacaaagt

kAhkkkhkkhkhkkk Kk Kk Kkhkkhkkhkkhkhkk

tttacaaagt
tttacaaagt

tttacaaagt
kA AkKkA KKk kKK

— POrr

gcacatttgt

tcttectget

gcacatttgt

tcttectget

gcacatttgt

tcttectget

R R i b o b b o

gcacatttgt

KAKKKKKK KKK

tcttectget

gcacatttgt

tctcectget

gcacatttgt

tcttcectget

kkhkkkhkk Kk kK Kx*k

kAhkKkk Ak Kk Kk kK
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O par de primers P0dd, localizado no intron, e POr, no exon, foi utilizado para

definir o tamanho do intron. Esta regiao foi amplificada, clonada e sequenciada pelo



67

aluno de Mestrado Marcelo Moreira Tavares de Souza e confirmada neste trabalho.
Exon 5 tem 61 pb, o intron 5tem 546 pb e o exon 6 tem 71 pb. Notar a sequéncia

doadora universal gt em 5’ do intron 5, e receptora ag em 3’ dos introns 4 e 5

(sublinhado) (Fig. 39).

HWn 4 W HW»n g W

0p]

Intron 4
gttagtttgg

pP0dd -
agatttgaat

ggtagtttgg

agatttgaat

* kkhkkk kK kK

ctaaatcaat

ctaaatcaat
* kkk kK Kk Kk k%

gagttccttc
gagttctttc

*kkkkkhkk Kkkh%k

tagaagttca
tagaagttca

LR i i i 4

tcaacattct

tcaacattct
*khkkkhkKkkKhx*k

kAhkKkk kK kK kK

ttttaaaaat
ttttaaaaat

XKk Kk kK kK kKK

cttccttcct
cttccttcct

KAk KAkKkKA KKK KK

aaatctcact

aaatctc-ct
Ak kkhkkk*x K%k

tgttggctgce
tgttggctgce

kA KkKk ARk Kk Kk K

Exon 5 (61 pb)

CAAAAATATA
CAAAGATATG
CAAAGATATA
CAAAGATATA
*kkk Kk k*x

Intron 5

aagtaacctg

aagtaacctg
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ttaagagtca
ttaagagtca

*khkkkkhkkkhkkk*k

atttattttt
atttattttt

R i i b 4

ctctttgttt
ctctttgttt

kkhkKkkhkk Kk kK kK

atctcacaca

atctcacaca
* kkk kK kK k%

ACCCCTTCAG
ACCCCTACAA
ACCCCTACAA
ACCCCTACAA

XKk XkKkKkKk kK

gatatctttc

gatatctttc
kAhkKkkkkkk kK

tttgtaaata
tttgtaaata

KAk AKkKk KKKk KK

atcccacacc

atcccacacc
* )k kkk Kk kkkk

gtccaaattg
gtccaaattg

kK kkkkk kK

tctctgaaca

tctctgaaca
*khkkkkkk Kk kK

caaaatggag

caaaatggag
kkhkkkhkkKk kK kK

aatcaaatta

aatcaaatta
* kkk kK Kkk k%

tcecttttggt
ttcttttggt

* kkkkkhkkk*k

ttttt-atta
ttttttatta

*hkkkk kkhkk%k

tgggagcaaa
tgggagcaaa

kAkkkhkkhk kK Kh*k

ATACGTTGAG
ATACATTGAG
ATACGTTGAG
ATACGTTGAG

*kkk Kkkhkkk%k

cattttcttt

cattttcttt
* Kk k) k ok k ok kK

tactctaatt
tactctaatt

Kk kkkhkkkhkkk*k

ggttaaacag
ggttaaacag

R i i 4

tacaacacac

tacaacacac
* Kk k) kkkkkx %k

tggaaatata
tggaaatata

khkkhkkkhkkkhkkk*k

ttaaatgaat

ttaaatgaat
kAhkKkKhk kK kK kK

tcaatttgga
tcaatttgga

XKk Kk kK kK kKK

ggcaaaagat

ggcaaaagat
*khkkkkkkk*k*k

aaatgttaaa

aaatgttaaa
Ak kkkkk k) %k

cagccttttce

cagcccttgce
kkhkKkKkk kK K

CTT TTCATA
TTT TTCGTA
TTTTTCATAG
TTTTTCATAG

*kkkk Kk k

ctgcattgga
ctgcattgga

kK kkkkhkKkk

gcacatttgt
gcacatttgt

KAk AkKk KKK KKK

ttctgtaggt
ttctgtaggt

KAk KXKAKKKK KKK

gaagaaaaag

gaagaaaaag
* ok k ok k ok ok ok ok k

gcatccaatt

gcatccaatt
* Kk kkkkk Kk kK

ctccaaatca

ctccaaatca
* Kk ok Kk k Kk k Kk kK

tcaatttgca
tcaatttgca

*kkkhkkkkkhkkkh*k

gaaactgcct

gaaactgcct
Ak kkkhkkk Kk k%K

attgacatga
attgacatga

R i i i 4

tttattgttc

tttattgttc
kAkKkkhkAkk kKX *k

GTTGTGGACC
GTTGTGGACC
TTGTGGACCA
TTGTGGACCA

LR i i i 4

gccaaccaat

cccaaccaat
* Kk Kk k ok kK kx

tcttcectget
tcttcectget

*kkkkk Kk kK%K

ttctttgaat
ttctttgaat

LR i i i 4

atgtatagtg
atgtatagtg

kkhkkkhkk Kk kK kK

taggaaagca

taggaaagca
*khkkkkhkkkKhKx*k

tttcaacttt

tgtcaacttc
* kkkkKk kK

tccaaagtga

tccaaagtga
* Kk kkkkk Kk kK

aatacatatc

aatacatatc
* )k kkk Kk kkkk

aacaacagtt

aacaacaatt
Ak kkhkk )k K%k

CAA
CAA
tgtttagCAA

tgtttagCAA
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok

AGGAATGG
AGGAACCG
AGGAATGGgL
AGGAATGGgL

* kK kKX * * K%

atttacaaag

atttacaaag
kAhkKkkk Kk Kk kK

taccatctaa

taccatctaa
* )k k ok k kK kkk

cattcatgca

cattcatgca
KAk KXKAKKK KKK

aagaatgctt
aagaatgctt

kK kkkkhk kK

tttcagtagg
tttcagtagg

XKk Ak kKKK kKK



H W»n g W

H Wn g w

ttgaccaaat

ttgaccaaat
kkkhkkkhkKhkk Kk k%)

ccttaatata

ccttaatata
* Kk kK kkkkxk

aaaattatta

aaaattatta
* kkk kX kk k%

tccttectttce
tccttectttce

R i i i 4

Exon 6
AAAACAATGG
AAAACAATGG
AAAACAATGG
AAAACAATGG

TCACAA
TCACAA
taggTCACAA
taggTCACAA

*khkkhkkkkkhkkh*k

AAC
AAC
AAC
AAC

* Kk x

ttttctccca
ttttctccca

KAXKKXKAKKXKK KKK

ttaatggtac

ttaatggtac
kAhkKkk kK kK kK

ttatatcaac

ttatatcaac
* )k kk Kk kkkkk

ccttcgtcect
ccttcgtcecct

KAKKXKKKK KKK

XKk Ak kK kK kKK

ccaggaaaaa

ccaggaaaaa
kkhkkkkhkKhkkKhk*k

aaatatagat

aaatatagat
kkhkkkhkkk kK kK

aaattcaatg

aaattcaatg
*khkkkkhkkk Kk k%K

ataattagtg
ataattagtg

R i i i 4

(71 pb)

CGATTTAGAT
CGATTTAGAT
CGATTTAGAT
CGATTTAGAT

*kkkhkkkkkhkkkh*k

agcccatgaa

agcccatgaa
k*kkhkkkkhkkKkk*k

taaaaaatca

taaaaaatca
* Kk Kk ok kk ok kKK

atcctttcac

atcctttcac
* )k kkk Kk kkkk

atctcatctt

atctaatact
* k kkkkkkkk

AAGATAAAAG
AAGATAAAAG
AAGATAAAAG
AAGATAAAAG

XKk Ak kK Kk Kk kKK

tgctgctgaa
tgctgctgaa

Xk kkkkkkkxk

gcacaaaatc

gcacaaaatc
kkhkkkhkkKk kK kK

tgatatcttc
tgatatcttc

*khkkkkkkkk*k

agacattttt
taacattttt

R i i i 4

«—

CAAGAATGTA

aagttaaaaa

aagttaaaaa
Ak kkkhkk k) %k

agcttcgata

agcttcgata
kAhkKkhkkkKhk kK

tttctctccce
tttctctccce

KKk Kk KKKk KKK

atcttttctg
atcttttctg
Ak kkkkk k) %k
POr

TGAACTTGCC

CAAGAATGTA

TGAACTTGCC

CAAGAATGTA

TGAACTTGCC

CAAGAATGTA

TGAACTTGCC

*khkkhkkkkkhkkkh*k

XKk k kK kK kKK
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Figura 39. Sequenciamento P0dd-POrr. Sequenciamento parcial do dominio catalitico
(continuacdo). As denominacdes S e | sdo provisérias, até a obtencdo das
sequéncias definitivas.

Os primers POdr—P2r encontrados no exon tiveram como produto da
amplificacdo do PCR uma banda de ~750 pb (Fig. 40), indicando a presenca de um

intron, pois o tamanho esperado era 110 pb.

POdr - P2r
[| 1 Kb DNA Plus

Figura 40. PCR POdr-P2r.

A banda de interesse foi recortada, purificada e clonada. Os clones foram
selecionados, 9 dos quais foram analisados por miniprep e comparados com pUC 19
(Fig. 41).
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-P2r (col 6)
-P2r{col 9)

Podr
puUC 19

PO0dr - P2r (col 5)
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Figura 41. Minipreps POdr-P2r.

Houve uma grande variacdo no tamanho dos produtos das minipreps. Para
identificar a presenca e o tamanho do inserto foi feita PCR. Os clones 4, 7 e 9 nédo

tém inserto; os demais tém inserto do tamanho esperado (Fig. 42).
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Figura 42. PCR das Minipreps POdr-P2r.

A digestdo com EcoRI mostrou duas bandas, de ~450 pb e ~350 pb, indicando
existir um sitio EcoRI no meio da sequéncia, pois o tamanho esperado era ~800 pb

(Fig. 43).

T8 s T e @8 a8 ,
S e Tg o oy @ e g | 2
£ .5 8 2 8 8 &8 B &F
8§ 8 &8 & & &8 & & 2
L U« D « DA o e M
S5 8 5489 58 5§80
(= T — G W O — T N~ T
L aadaad a o -
—

! 5000 pb
. —
L T LN K e

e 2000 pb

- 1550 pb

w1000 pb

w— 350 pb

w550 pb

- .. - - -— w500 pb

. e . - 400 pb

Figura 43. Digestdo EcoRI POdr-P2r.
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O sequenciamento foi feito a partir do produto das minipreps (Fig. 44). O
resultado do sequenciamento confirma o resultado da digestéo, pois foi encontrado o
sitio EcoRI na altura dos 400 pb. O exon 6 tem 69 pb e o intron 6 tem 645 pb na
banda superior e de 644 na inferior. Notar a sequéncia doadora universal gtem 5’, e

receptora ag em 3’, do intron 6 (sublinhado).
POdr - Exon 6

HW»n g W

aatatatttc
aatatatttc

*hkkkkk Kk kKK

cacacaacac

CacCacaacac
R i i i i 4

cctctaactt

cttctaactt
* kk Kk Kk kk kK

gatggatttc
gatggatttc

kAkkkhkkAkk kKX *k

ggtcagctgg
ggtcagctgg

LR i i 4

ttaataagcc

ttaataagcc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

GAATGTAT

GAACTTGCCA

ACATTGTGAA

GAATGTAT

GAACTTGCCA

ACATTGTGAA

GAATGTAT

GAACTTGCCA

ACATTGTGAA

GAATGTAT

GAACTTGCCA

ACATTGTGAA

KAk Kkkk Kk Kk

agttgtggat
agttgttgat

XKk KkKkKkKk KKK

acttgttttc
acttgttttc

KAKKXKKKK KKK

attattatta

attattatta
* k Kk k ok kk kKK

tacaagaatg

tacaagaatg
kA AkKk ARk KKk K

tgatccagca

tgatccagca
Ak kkkkk k) %k

tcttatggga
tcttatggga

kAhkKkKhkkkkk kK

Eco RI

tgcaagaatt

tgcaagaatt
kAkkkhkkAkk kKX *k

ccgatcttgg
ctgatcttgg

* Kk kkkhkkk*k

tgaaactgat
tgaaactgat

kkhkkkhkk Kk kK kK

ttgaaatgtt

ttgaaatgtt
kAhkkkhkkk kK Kh*k

caatcgaact

caatcgaact
R R IR I i O 4

agattagaaa

agattagaaa
*khkkkkkk Kk kK

ctctgagaag
ctctgagaag

kK kkkkk kK

tctcaaagtt

tctcaa—-gtt
kAhkKkKkkKk KKk *k

kkhkkkkKhk kK kK

tttaaacatc

tttaaacatc
* kkk kX kk k%

ctgcctgagce
ctgcctgagce

LR i i i 4

ttattattat

ttattattat
* Kk kK k Kk k ok xk

caatctttgce

caatctttgce
kAkkkhkAkk kKX *k

tgtgaggcca
tgtgaggcca

R i i b 4

atgcagccac

atgcagccac
kkhk Kk khkk Kk kK kK

atatctgtag

atatctgtag
kAkkkhkAkk kKX *k

gaggtggaca
gagatggaca

Kk Kk Kkkhkkhkkk*k

aagcctgctt
aagcctgctt

kkhkkkhkk Kk kK kK

tacttgagtt

tacttgagtt
kA kkkh kK Kx*k

kAhkKkkkkKhk kK

tctcagcceccce

tctcagcceccce
*khkkkkkkk*k*k

aaggggttgg
aaggggttgg

KAKKXKAKKK KKK

tattattatt

tattattatt
* k Kk kkkk kKK

tggctttgag
tggctttgag

kA KkKk ARk kKK

tcccagaaaa

tcccagaaaa
*khkkkkkk k) %k

tgtgttggga
tgtgttggga

kAhkKkKhkkh Kk kK kK

ctggattctt

ctggattctt
kA KkKk ARk kKK

gagtcagcct
gagtcagcct

KAk KAKkKk KKK KK

atagaagcca

atagaagcca
* ok k ok k ok ok ok ok k

tactttgagt
tactttgagt

kA KkKk Ak kK Kk K

TG
TG
TGaggtaaga
TGaggtaaga

kkhkkkhkkKk kK Kh*k

agcccagatt

agcccagatt
*khkkkkhkkkKhkx%k

actagatgac

actagatgac
kkkkkhkk Kk k%)

attattatta

attattatta
* Kk ok Kk kkkk k%K

tgaggcaaaa

tgaggcaaaa
kAhkkkhkAkk kK k%K

tggtttattc
tggtttattc

R i i 4

gaacgcagat

gaacgcagat
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

tcaggtcatg
tcaggtcatg

kAhkkkhkAkk kK k%K

attccaagct

attccaagct
*khkkkkhkkkkKx*k

atgtcagttg
atgtcagttg

kkhkkkhkk Kk kK kK

ttctgattga

ttctgattga
kAkkkkKhk kK Kx*k

Intron 6

ggacatggta
ggacatggta

kA Kkk kK kK kK

ctcacgtgtt
ttcacgtgtt

Kk kkkk Kk kK

tccaaggtcc

tccaaggtcce
Ak kkkhkk k) %k

ttattattaa

ttattattaa
* k Kk kkkk Kk k Kk

ctagatcttt

ctagatcttt
kA KkKk Ak kK Kk K

agtaactagg
agtaactagg

KAk KXKKAKKK KKK

ccaaaagtga

ccaaaagtgc
kAhkkKkkhkKk kK

gttgatggtt
gttgatggtt

kA KKk Ak kKKK

cagtagatta
cagtagatta

KAk AKkK KKKk KK

ctttttaatc
ctttttaatc

kK k Kk KKk Kk kK

tgccatttcc

tgccatttcc
kA KkKhk A KKk Kk kK



Exon 7

B AGA TTTTCAGATA CCTGTATATG CATGCAGCAC TGGTTGGCCT AGAAATTTGG
J AGA TTTTCAGATA CCTGTATATG CATGTAGCAC TGGTTGGCCT AGAAATTTGG
S acctagcAGA TTTTAAGATA CCTGTATATG CATGCAGCAC TGGTTGGCCT AGAAATTTGG
I acctagcAGA TTTTAAGATA CCTGTATATG CATGCAGCAC TGGTTGGCCT AGAAATTTGG

Ahkkhhkkhhhkkhkhk )k khk *hkkhhkkh )(khhkkhhhkkhhhkh K(hhkkh K(hhkkh*h hhkkhkkhhkkhkhhkh*x *hkkhkrkhkhkxkKrxk

~ P2r

B TCCAATGGAG ATAAGATTAC CGTGAAG
J TCCAATGGAG ATAAGATTAC CGTGAAG
S TCCAATGGAG ATAAGATTAC CGTGAAG
I TCCAATGGAG ATAAGATTAC CGTGAAG

Figura 44. Sequenciamento POdr-P2r. O sitio EcoRI estd indicado no box em cinza. As

*hkkkkk Kk kKK

KAk KAkKkKk KKK KK

*kkkk kK

denominacgdes S e | sdo provisorias, até a obtengéo das sequéncias definitivas.

Os primers P4d—P4ir localizados no exon 7 tiveram como produto da

amplificagdo do PCR uma banda de ~ 130 pb (Fig. 45).

A analise do PCR indicou ndo haver presenca de intron. A banda foi recortada

‘ Pdir-P4d
W PCR Wiarker

il

Figura 45. PCR P4d-P4ir.

e clonada. Foram analisados 6 clones por miniprep (Fig. 46).

- N ™M T W0 o

B e e e o [=]

(5] (5] (5] o (8} ©

= s e 4] o o3

S < < o = <t o
¢ & 4 § 4 o =
D G < L, > T > S - - = )
F 3 S S X D
0. o 0o o 1] o 15 0. o
T — — ——
— e a — .
ey S S —

£ -
= e - — —

71

Figura 46. Minipreps P4d-P4ir.

Para identificar os clones com os tamanhos desejados foram feitos os PCRs a
partir das minipreps com os primers SP6 e T7. Todos os clones apresentaram a

banda do tamanho desejado exceto a col6nia 10 (Fig. 47).



PCR Marker
P4d-P4ir col 9
P4d-P4ir col 10

765 pb
500 pb
300 pb -

150 pb

P4d-P4ir col 12
P4d-P4ir col 13
P4d-P4ir col 14

P4d-P4ir col 11

Figura 47. PCR das Minipreps P4d-P4ir.
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O sequenciamento de quatro clones a partir de produto das minipreps (Fig.
48) indicou 100% de identidade.

Exon 7 P4dd -

B GAGATAAGAT TACCGTGAAG CCGGACGTGG
J GAGATAAGAT TACCGTGAAG CCGGACGTGG
C GAGATAAGAT TACCGTGAAG CCGGACGTGG

kA hkhkkhkhkhkkkhkhk (khkhkhkhkkhkhkkhkk*x Khhkhkkkhkhk*k*x%k
B GAAAAACAGA TTTGCTGACT CGCAAAAAAC
J GAAAAACAGA TTTGCTGACT CGCAAAAAAC
C GAAAAACAGA TTTGCTGACT CGCAAAAAAC

kAhkKkkkkkk kK

B AC
AC
c ac

*%

<

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

kAhkKkkkkkhk kK

Figura 48. Sequenciamento P4d-P4.

ATTATACTTT
ATTATACTTT
ATTATACTTT

*hkkkkk Kk Kk kK

ATGATAATGC
ATGATAATGC

ATGATAATGC
* Kk kK Kk kK Kk kK

GAATTCATTT
GAATTCATTT
GAATTCATTT

KAk KAkKkKkKk KKKk K

GCAGAATGGA
GCAGAATGGA
GCAGAATGGA

*hkkkkk Kk Kk kK

— P4ir

TCAGTTACTC ACAGCAATTG

TCAGTTACTC ACAGCAATTG

TCAGTTACTC ACAGCAATTG

kAhkKkkkkkhk kK

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

Para a amplificacdo dessa regido foram utilizados os primers P11d presente

na e P11r. O PCR gerou uma banda ~1.8 Kb indicando a presenca de um intron,

pois o produto esperado era 108 pb, como mostrado na Fig. 49.
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Figura 49. PCR P11d-P11r

A banda de ~1,8 Kb foi recortada do gel e clonada. Foram analisados 6 clones
por miniprep. O clone P11d-P11r col 6 ndo tem inserto; os demais (exceto a col 7)

tém inserto. Todos foram comparados ao pUC 19 (Fig. 50).
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Figura 50. Minipreps P11d-P11rr.

Para confirmar o tamanho do inserto foram feitas digestdes com EcoRI. Os
clones P11d-P11r col. 5, 8 e 9 indicaram a presenca de uma banda de ~ 1.8 Kb; a

col 10 ndo apresentou inserto (Fig. 51).



P11d-P11r col 8
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P11d-P11r caol 9
P11d-P11r col 10

1Kb

Figura 51. Digestado EcoRI P11d-P11r.
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A partir dos clones P11d-P11rr foram feitos Nested PCRs com os primers

P11dd-P11rr, obtendo sub-clones que foram analisados em conjuntos.

Os sequenciamentos foram feitos a partir dos fragmentos obtidos das

minipreps dos clones Pbd—-Pbr col 5, 8 e 9 e seus sub-clones, utilizando os primers

SP6 e T7. Os clones 8 e 9 mostraram completa identidade de sequéncia,

representados pela sequéncia superior (S). O clone 5 corresponde a sequéncia

inferior (I). O Exon V tem 67 pb (sequenciamento parcial) em ambas as bandas. O

intron v na sequéncia S tem 1758 pb e na sequéncia inferior 1694 pb. Foram

identificados 103 pb divergentes entre as sequéncias (Fig. 52).

Hwn g o H 0w g w

n

P11d -

GCATTCATCA TGACACAGAT

GCATTCATCA TGACACAGGT

GCATTCATCC TGACACAGAT

GCATTCATCA TGACACAGGT

KAk KXKAKKKK KKK

GGATAAG
GGATAAG
GGATAAGgta

GGATAAGgta
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok

gcttgcaatt
gcttccagtt

XKk Kk Kk kK

ggttacaaaa

agttacaaaa
* ok ok k ok ok ok kK

R i i S 4

Intron v

aggattgagg
aggattgagg

kAhkkkhkAkhk kKX *k

aattgttcaa
aattgttaaa

R b b b 4

aaagagggct
aaagagggct

kkhkKkkhkk Kk kK Kx*k

Exon V

TTCTGTTCTT
TCCTGTTCTT
TTCTGTTCTT
TCCTGTTCTT

* KAk KKkK KKK

aaatcttctt

aaatctt-tt
* Kk kkKhkx*k k%

ttaaatatac

ttaaatatac
* )k kkk Kk kkkk

ttgaccattt
ttggtcattt

* Kk * * Kk Kk k Kk

GTGGTGGTTA
GTGGTGGTTA
GTGGTGGTTA
GTGGTGGTTA

*hkkkkhkk Kk %k

aatgcctttc

aatgcctttc
kAkkkkhk kK k%K

tgagcaactt
tgag-aactt

*khkkk Kkkhkkk%k

gtgtgtcagt
gtgtgtcagt

kkhkkkhkk Kk kK kK

(parcial - 67 pb)

CCCATGCATT
CCCATGCATT
CCCATGCATT
CCCATGCATT

KAk KXKAKKK KKK

caatcaagtt

caatcaagtt
R R IR I i 4 4

acaaaaatta

acaaaaatta
* )k kkk Kk k kK k

ttaccatgtg
ttaccatgtg

Ak kkkkkhkkKkk

ATGGGTCCCG
ATGGGTCCCG
ATGGGTCCCG
ATGGGTCCCG

Xk kkkkk kK

atttttaaat

atttttaaat
*khkkkhk Kk kKhx*k

aatggtaggg
aatggtaggg

R i b b b 4

tagttaaaat
tagttaaaat

kkhkkkhkk Kk kK kK



gtgttgtatt
gtgtcggatt

kkhkkk ok kk*k

tcctccaaaa

tcctccaaaa
* k Kk kkkk Kk kK

tattaatatc
tattaatatc

KAk KAkKkK KKK KK

gtgtgatgta
gtgtgaagca

kAKX KkKkKk Xk Kk

aaattagcat

aaattagcat
kAhkKkk kK kK kK

tctgtcatat
tctgtcatat

R R IR I i 4 4

ttacaaccat

ttacaaccat
* k kkkkkkkk

gactggttct

gactagtcct
kK k Kk K%k

tgacgcttgc
tgacgcttgc

R R I I i O 4

ccatatgcaa

ccatatgcaa
Ak kkkkk k) %k

aagtggcaaa

aagcggcaac
* Kk ok ok ok ok kk

gtggaaattc

atggaaattc
kA KkkhkkKk kKK

tggaagttta
tggaagttta

KAk Ak kKKK kKK

cttctcagca

cttctcagca
* ok k ok ok ok ok ok kk

taaaaaggta

taaaaag-ta
*hkhkkkhkkk kK

cgccagtagt

caccag-agt
* kkkk KKk %k

tgtgcatgga
tgtg-atgga

*kkk Kkkhkkk%k

gaaagggcaa
aaaaggggaa
Ak kkkhkx k%
Plldd -
cttggggttt

gaactgtcct
gaaatattct

*kk*k Kk Kk Kk%k

ttaaagaaac

ttaaagaaac
kAhkKkk kK kK kK

taaaagagga

taaaagagga
* Kk kkkkk Kk k%K

aaaattcttc

aaaattattc
Ak kkhkk*k Kkk*k

tcectgectcg

cttggggttt

tcctgectcg

kkhkkkhkkKhk kK Kh*k

attgcagtct
attgcagtct

kAkk kA Kk kKX %k

ttgtttagca

cgcaattaca

tgcaattacg
kK kK Kk Kk Kk

agcatcctgce

agcatcctgce
kAhkkkhkkhk kK k%K

agccaatgga

agccaatgga
Ak kkkh k) Kk k%)

gccggttgta
actggttgta

* Ak kK Kk kK

tgccccagtt

tgcccccatt
K’k Kk Kk kK * *

gcccttactt
gcccttactt

*khkkkkkkhkk k%K

attgtctgtt
attgtctgtt

kkhkKkkhkk Kk kK kK

kAhkKkKhk kK kK kK

tctgaaatca

tctgaaatca
XKk Kk kK Kk Kk kKK

accgttcaaa

-——gttcaaa
* Kk k) Kk k%K

gccatcgcag

gccatcgcag
kAhkKkkkh Kk Kk kK

attcatggga
attcatggga

kA KkKk A K kK Kk K

gcaagctggg
gcaagctggg

KAk KXKAKKKK KKK

aaacggagca

aaactgagca
kK k Kk kk*k

gtgacag--a

gtgacagcca
kK Kk kKK *

catcaagaag

catcaagaag
* Kk kkkkk Kk kK

gcaaaactcc

gcaagactcc
* Kk Kk Kk ok kkk Kk

cagcatttga

caacaattga
Kk Kk kkk kK kK

agcataggaa
agcgtaggaa

kkhkKk KAk kkKk Kk

aaccaagtta

aaccaagtta
*khkkkkhkkkkhKx%k

tgaatcaggc

tgaaccaggc
k) k*k Kkkkkk%k

ccctttcatc

ccctttcatc
* Kk kK kkkk kK

gcaggtagca
gcaggtagca

kAkkkAkk Kk kXK

gttacagtgg
gttacaatgg

Xk kkkhkk Kkkh%k

cctccecctteca

cctcccttca
* Kk kK kkkk k%K

ttctcattgg

tcctcattgg
* kkhkAkk kKA KXk

ccccttaatg

ccccttaatg
*kkkkh k) Kk k%)

cgactcactt

cgactcactt
Ak Kk khkkk kK Kx*k

agtcaaggac

agtcaaggac
kAhkkkk Kk kK Kh Kk

gaaaaagaaa

gaaaaagaaa
*khkkkkhkkkKhKx*k

ccacaacttt

ccataattta
*k Kk KkKx k%

atagccatcc

atagccatcc
kkhkkkkhkkhk kK

gcatagccaa

gcatagccaa
kAhkKkk kK kK kK

gacattaaaa
gacgtt----

* kK kK

aacagcagga

aacagcagga
Ak kkkhkkKk*k*k

aaggtagaat

aaggtagaat
kAhkKkKhk kK kK kK

acgtacagga

acgtacagga
XKk k kK kK kKK

ccctgagaac

ccctgagaac
k*khkkkkkkh k) %k

gtcacagaat

gtcacagaac
kAhkKkKkkhkKk kK

ggactttccc

ggactttccc
kA KkKk A K Kk KKk K

attgtgtggt
actgtgtgat

*x KAk KkKkKkKk Kk

aacaactggc

aacaactggc
kAhkKkkkkkhk kK

taccaatgtt

tacccatatt
* Kk k) Kk k%

aaggaaaaag

aaggaaaaag
* Kk kkkkk Kk kK

tgtgtaatga
ttggtaatgt

* * Kk Kk Kk kK
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ttcaggagct
ttcaggagct

kkhkkkk Kk kK kK

agaaaccaaa

agaaaccaaa
kkhkkkhkkKk kK Kx*k

ctttcctaaa

-—-—-tcctaaa
* k Kk k Kk k%

agaaaaggat

agaaaaggat
R i i i 4

acgttacatc

acgttacatc
kkhkkkhkkKk kK Kx*k

agttattgac
agtcattgac

*kkhkKk KAk kAkKk Kk

agtgacttac
agtgacttac

R i b b b b o

cgtgtattta

cgtgtattta
Kk kkhkk Kk kK Kx*k

agctgtcttc

agctgtcttc
kAhkkkhkkKhk kKX *k

tcacttaaca

tcacttaaca
* kkk kK kk k%

ttgctgggca
tagctgggca

* kkkk kK kK

ttcttccggg
ttcttctggg

kkhkKkkkKk KKx*k

gaagcaaaat

gaagcaaaat
*khkkkkhkKkk Kk k%K

gttttgtgta
gttttgtgta

kkhkKkkhkk Kk kK kK



H 0NN g W

ggctcagtga
ggctcagtga

kK kkkkhk kK

cttcattgcc

cttcattgcc
kAhkKkk kK kK kK

tagcctttcc
tagcctttcc

KAk KAkKkK KKK KK

ctagacactt

ctagacactt
Ak kkkhkk k) %k

taaccccgcece

taaccccaca
* k) kkKhKx*k X

atttaatggc

gcatcccggce

gcatcccgge
*hhkkkkkkkk

tcccatttca

tcccatttca
* Kk kK kkkkx Kk

tgtccttcecct
tgtccttcecct

*hkkkkkkkk*k

tgtggtgttt
tatggtgttt

* kkkkkk k%K

aaaggggtct
aaaggggtct

kkhkkkhkkKhk kK Kh*k

caccagcaga

atttaatggc

caccagcaga

R R IR I i 4 4

ccaatgatta

ccaatgatta
Ak kkkkk k) %k

gatgtcacaa

gatgtcacaa
kAhkKkkkkkk kK

tgttaaaaaa

tgttagaaaa
XKk KkKkk KkkhkKk*k

gatcaagggt
gatcaagggt

KAkKXKAKKK KKK

gcatttcttc

gcatttcttc
kAhkKkkkkkhk kK

agtccaaata

agtccaaata
*khkkk Kk kk Kk kK

kAkk kA Kk kKX %k

tattcccaat
tattcctaat

Xk kkkk Kkkh%k

gatgcagctc

gatgcagctc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gaaaggaaag

gaaaggaaag
*khkkhkkkkkhkk*k

tacgaagggt
tacgaagggt

R i i b 4

attagccaac

attagccatc
kkhkKkkhkkkkhk K

tgggtgatgt
tggatgatgt

Kk Kk Kkkhkkkk*k

cattgatcaa
tattgatcaa

kkhkkkhkkKkkhkk*k

tgcaagggca
tgcaagggca

kAhkKkk kK kK kK

gaa—-ggattt
aaatggattt

Kk Kkkhkkk kK

tgtacggaag
tgtacagaag

XKAkKXkKkKk KKK K

ggtgtaactt
ggcggatatt

*k* Kk X * %

ttctctttgg
ttctctttgg

R R IR S i 3 4

gatttgaatt
gatttgaatt

KAKKXKKKK KKK

acaactaata

acaactaata
* Kk Kk ok kkkk kK

ttagtggaat
ttagtggaat

kA KkKk A K kK Kk K

tctcttatct
tctcttatct

KAk KXKAKKKK KKK

ctttttttte

cttttttttc
* Kk Kk kK ok ok Kk ok Kk

catggtctta
catggtctta

KAk kKKK kKK

tttctggttt
tttctgtttt

kkhkkkhkkk Kk *k

aggaggccag
aggagggcag

kkhkKkkkKk KKx*k

—ccgggcatc
gccgggcecatce

RS IR b b b b b 4

actttgttta
actttgctta

*hkkkkhkk kK%K

tgaccttgga
tgaccttgga

kkhkkkkKk kK kK

cgttcgtgtt
tgttcttgtt

*kkhkkKk Kk kK

aacattagga

aacattagga
*kkkk Kk k) Kk k%)

tcacatggag

tcacatggag
Ak Kk khkkk kK kK

taaaactgag

taaaactgag
kAkkkkhk kK k%K

attctgttag
attttgttag

Xk k Kk kk k%

ttatatgttt

ttatatgttt
Ak Kk khkkk kK Kx*k

ttttggttca
ttctggttca

Kk Kkkhkkkkk*k

cttcggctaa
ctttggctaa

kK kkkkk kK

gaagtatgga
gaagtatgga

kAhkKkk kK kK kK

atgattcctc
atgattcctc

KAk KAKkKk KK KKK

ggaaacaatt

ggaaacaatt
Ak kkkkk k) %k

agaagaagac
agaagataac
* kK Kk kK * %

tccaccccat

tccatccctt
)k Kkk k(*k*k %k

aggtgctttc
aggtgctttg

KXk Kk KKKk KKK

ttctcattgce

ttctcattgce
kAhkKkkkhkkhk kK

ggagtataat

ggagcataat
XKk KkKk Kk kKk*k

ctttagagaa
ttttagagaa

*hkkkkkk kK

ttgcaatgaa

ttgcaatgaa
kAhkKkkkkkhk kK

Exon

C

c
tctccacagC
tgtctacagC

* Kk kA kKK
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agcccgagga
agcctgaaga
*kkkk Kk k%K

gaatgccacg

gaatgccatg
kkhkkkhkkkk*k K

tttaatactt
tttaatactt

*khkkkkk Kk kK *k

ttgctca-at
ttgctcatat
kA kk Kk k) K%k

— Pllrr
catcttgtcet
catcttgtcet

kkhkkkhkk Kk kK KxKk

aacttgagag
aatttgaggg

Kk Kkkhkkkhkk K

ctgggcttat
ctgggcttat

R i i i 4

aaatgtattt

aaatgtattt
Kk kkhkk Kk kK Kx*k

ctgggactaa

ctgggaccaa
kkhkkkkkKhk k%K

aaaaatcact

aaaaatcact
* kkk kK kk k%

ttctgttcct

ttctgttcct
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

X (178 pb)
AATGAACCTT
AATGAACCTT
AATGAACCTT
GATGAACCTT

*khkkhkkkhkkkhkkkh*k
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~ Pllr
CGAAATTTTT CAGCAATTGT AGTTATATCA
CGAAATTTTT CAGCAATTGT AGTTATATCA
CGAAATTTTT CAGCAATTGT AGTTATATCA
CGAAATTTTT CAGCAATTGT AGTTATATCA
KAk Ak A A AAhAhAk KAk hAhAhkhkhAhkhk *hkkkkkkkk*k
Figura 52. Sequenciamento completo P11d-P11r. As denominacfes S e | sdo provisorias,
até a obtencédo das sequéncias definitivas.

H W0 g W

Os primers P9d-P9r localizados no exon X tiveram como produto da
amplificacdo do PCR uma banda de ~150 pb (Fig. 53).

PCR Marker
P4d - P9r

Figura 53. PCR P9d-P9r foi ~150 pb, proximo ao esperado, indicando néo possuir intron.

A partir do produto de PCR foi feita a clonagem, tendo sido analisadas 7

colbnias pela técnica de miniprep (Fig. 54).

P9d-P9r col 1
POd-P9rcol 2
PS9d-Por col 3
POd-Por col 4
P9d-Por col 5
P8d-P9r col 6
POd-P9rcol 7

pUG 19

|

e -
T e —
Figura 54. Minipreps P9d-P9r.

Devido & pouca diferenca de migracéo entre o pUC controle e os clones foram
feitos PCRs para confirmar a presenca de introns. Todas as colOnias apresentaram a
banda com o tamanho esperado (Fig. 55).



765 p

P9d - P9r col 1
P9d - P9r col 2
P9d - P9r col 3

PCR Marker

150 ;c’! . 3

P9d - P9rcol 4
P9d - P9r col 5
);F‘Qd -P9rcol 6
P9d - P9r col 7

Figura 55. PCR das Minipreps P9d-P9r.
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Foram sequenciadas as 7 col6nias. A banda S é consenso das colbnias 1 e 5;

a banda | é o consenso das colbnias 2, 3, 4, 6 e 7 (Fig. 56).

HWnh g W Hn g w

H Wn g w

P9d -
CAGCAATTGT

Exon X
AGTTATATCC

CAGCAATTGT

AGTTATATCC

CAGCAATTGT

AGTTATATCC

CAGCAATTGT

AGTTATATCC

KAKKXKKKK KKK

TCTCAATGAA
TATCAATGAA
TCTCAATGAA

TATCAATGAA
* ko kkokkk ok

GGAGGTGGGA
GGAGGTGGGA
GGAGATGGGA
GGAGGTGGGA

*kkk khkkkk

R i i 4

CCCTTGGGAA
CCCTTGGGAA
CCCTTGAGAA

CCCTTGGGAA
kkkkkk kkK

GAAGAATGTG

(178 pb)

AATGTTGGGA
AATGTTGGGA
AATGTCGGGA
AATGTCGGGA

KAKKXKKKK KKK

CAGATATTGT
CAGATATTAT
CAGATATTGT
CAGATATTGT
* k) kkKhkk*x K
~ PO9r
ACTGTGGCAC

CTTTATTATG
CTTTATTATG
CTTTATTACG
CTTTATTATG

R i i S 4

TTCACCTCCA
TTCACCTCCA
TTCACCTCCA
TTCACCTCCA

kAkk Kk Ak kK k%K

GAAGAATGTG

ACTGTGGAAC

GAAGAATGTG

ACTGTGGCAC

GAAGAATGTG

ACTGTGGCAC

KAk KAkKk KKk KKK

R b b b b b b o

133 A13

AAGGAGAACC
AATCACAACC
AATCACAACC
AATCACAACC

* ) K kK KKK

GTTTGTGGAA
GTTTGTGGAA
GTTTGTGGAA

GTTTGTGGAA
ok kok Kk ok kK ok

CACAATGCAT
CAGAATGCAT
CACAATGCAT
CACAATGCAT

Kk kkhkkkk k%K

ATGAACTTTT
ATGAACTTTT
ATGAACTTTT

ATGAACTTTT
Kk ok ok Kk kK koK

Figura 56. Sequenciamento P9d-P9r. As denominagbes S e | sdo provisérias, até a
obtencdo das sequéncias definitivas.

5.4

Dominio Desintegrina

O dominio desintegrina é mostrado no box azul, compreendendo do

nucleotideo 1308 ao 1586, usando como base o cDNA da bothropasina. Os

asteriscos mostram identidade de sequéncias; a falta deles indica divergéncia entre

os cDNAs da jararagina e bothropasina. As barras verticais indicam presenca de

introns identificados neste trabalho.



Jararagina
Bothropasina

Jararagina
Eothropasina

Jararagina
Bothropasina

Jararagina
Eothropasina

Jararagina
Eothropa=sina

Jararagina
Eothropasina

ke e e e e ke e dhedle ke e e el e e e e el e e e e ek e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [ e e el e ke e e el e

Intron x

— P9r ExonX (178 pb) Exon W (20 pb)
TGACTGTGGAACTCCT TETCARRRATGAGTGCTGCGATECTGCRACGTGTRARACT
TGACTGTGGCACTCCT TETCARRREATEAGTGCTCCGATECTGCAACGTGTRARLCT
T R S AR wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwﬁﬁx:xwwwwww*w
—~ Per PBid =
GRALATCRGGETCRACASTGT GCALATTTRAGCARATC
GAAATCAGGETCACASTGET GCALATTTAGCARATC

W v e v e e 3k e e e v e ke sl he sk e e e e e e v el s e e v e e v e 3 e e e e b et el e e e e el e e e e etk e
Exon " (206 pb) « PTr Pl2d -

AGGARACAGRLTGCCGEGGCATCAATGAGTCARATGTGACCCGGCTGAACACTGCACTGGCCR
AGGRLCAGRLTGCCGGGCATCERTGAGTCARTGTGACCCGGCTGAACACTGCACTGGCCE
S S T AR T

« PlZr
ATCTTCTGAGTGTCC TGO AGATGTCTTCCATARGAATGEACRACCATGCCTAGATRACTA
ATCCTCTGAGTGTCC TGO AGATGTCTTCCATARGERATGGACARCCATGCCTAGATAACTA
A S

Pl0d —

e ke e e e e b ke dhelle e ke e e el ke e e e el e e e e e Phe e e e e e e e e e sk e e e e e e e e e e e e e el e ke e e el e
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1320

1380

1440

1500

1560

1620

Para amplificar o inicio desta regido foram utilizados os primers P6d — P6r

(Fig. 57), obtendo-se 2 bandas com mais de 1 Kb que foram nomeadas 1 e 2,

indicando a presencga de um intron, pois o produto esperado era de 106 pb.

DNA GEN

—
[
o
=
w
[V

+ PCR Marker

—
(=)
o
=]
(=3
o

—

Figura 57. PCR P6d-P6r.

As bandas foram recortadas juntas, purificadas e clonadas. Os clones foram

analisados ap6s miniprep, e comparados com pUC 19 integro (Fig. 58).
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P6d - P6r col 8
P6d - P6rcol 9
P6d - P6r col 21
P6d - Pér col 23
P6d - P6r col 24

- pUC 19

| P6d-P6rcol 6
P6d - P6rcol 7
.x;PGd - P6r col 20
- P&d - P6rcol 25
' P6d - P6r col 26

[
i
F i
i
l
1

gamww

[

™

Figura 58. Minipreps P6d-P6r.

Foram feitos PCRs utilizando os primers SP6 e T7. Os clones P6d—P6r col 6, 8,
9, e 20 tém o inserto correspondente a banda 2. O clone P6d—P6r col 21 apresentou

uma banda na altura de 1 Kb, correspondente a banda 1 (Fig. 59).

" P6d - P6r col 6

| P6d - P6rcol 7
P6d - P6r col 8
P6d - P6r col 9
1 Kb DNA Ladder

P6d - P6r col 23
P6d - P6r col 24
Péd - P6r col 25
P6d - P6r col 26
1 Kb DNA Laddel

e
o
=

o

—
=]
o

.

=]
2]
o

P6&d - P6r col 20
P6d - P6r col 22

+ 3Kb
S 2 Kb

1 Kb

Figura 59. PCRs das Minipreps P6d-Pé6r.

A digestdo com EcoRI (Fig. 60) confirmou o resultado do PCR. Os clones
P6d-P6r col 6, 8, 9 e 20 mostraram ter o inserto correspondente & banda 2. Os
clones P6d-P6r col 21, 24, 25 e 26 contém a bandal. Os demais clones nao tinham

inserto.



P6d - P6r col 6
P6d - P6rcol 7
P6&d - P6rcol 8
P6d - P6rcol 9

P6d - P6r col 20
P6d - P6r col 21

" 1 Kb Ladder

3Kb

.."“ e

PEd - P6r col 22
.. P6d - P6r col 23
" PBd - P6r col 24
P6d - P6r col 25

< g . o 2 ———
e BT ] -“'ﬁ"gm
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4 P6d - P6r col 26
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Figura 60. Digestao EcoRI P6d-P6r.
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Foram sequenciados 2 clones de cada banda (Fig. 61). Os clones P6d — P6r

col 6 e 8 continham inserto referente a banda superior (S) com 1055 pb. Os clones

P6d — P6r col 21 e 24 correspondem a banda inferior (I) com 826 pb. Notar a

sequéncia doadora universal gt em 5’, e receptora ag em 3’ do intron x (sublinhado).

H Wn g W

Exon X
GAATGTGACT

ped -

GTGGCACTCC

GAATGTGACT

GTGGAACTCC

GAATGCGACT

GTGGCACTCC

GAATGTGACT

GTGGCACTCC

KAkKKAKAKK KKK

agaattttct

agaattttct
kAhkKkKhkkh Kk kK kK

catccaaaag

catccaaaag
*khkkkkkk Kk kK

gaaggggttt
gaaggggttt

XKAkKXKAKAKK KKK

accatttgga

accatttgga
kAhkKkKhkkh Kk kK kK

ttccttectg
ttccttectg

tgagccactt
tgagccactt

KAk Ak kKKK kKK

aataagaaca

*kkk Kkkhkkk%k

caaaaatggg

caaaaatggg
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gtcaatctgt
gtcaatctgt

Kk kkkhkkkhkk K%k

cttggatttg
cttggatttg

R i i i b 4

gaagaccaca

gaagaccaca
*hkhkkkkkkkk

aaaactccca
aaaactccca

tctcccataa

tctcccataa
* kkk kK kK k%

gtaatttaca

TGAA
TGAA
TGAAgtaagt
TGAAgtaagt

KAk KXKKKK KKK

aatccttgaa

aatccttgaa
kAhkKkkkhkkhk kK

gaatggcata
gaatggcata

KAk KkKk KKK KK

gctaatcagt
gctaatcagt

KAkKXKAKKKK KKK

tattttttaa

tattttttaa
* Kk Kk ok kk ok k kK

ttttgttgat
ttttgttgat

ctgattatct
ctgatgatct

KAk Ak Kk kKKK Kk

tttactcaat

intron x

ctttttttaa
ctttttttaa

R i i 4

aaatcacctg

aaatcacctg
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gatttgtgtc
gatttgtgtc

*khkkkkkkhkk K%k

tgtagaggaa
tgtagaggaa

R i i i 4

aatgggtgat
aatgggtgat

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

atggccacat
atggccacat

ttaatctatg
ttaatctatg

*hkkhkkkhkkkkk*k

ggtcatgtaa

aaaaatcaac

aaaaatcaac
* )k kkkkk Kk kK

gctttgtaag
gctttgtaag

kAhkKkKhkkhkkhk kK

ctttatgtac
ctttatgtac

KAk KAKkK KKKk KK

tggagaactg
tggagaactg

KAk KXKAKKK KKK

tgaccactcc

tgaccactcc
kAhkKkkkhkkhk kK

tatctgtccc
tatctgtccc

ctctgatcct
ctctgatcct

XKk Ak KAk KKk KKk

gatgtagaat

aagaatatgc

aagaatatgc
Ak kkkhk k) Kk k%)

tggtttgagce
tggtttgagc

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

atgcatgtat
atgcatgtat

*hkkkkkkk K%k

gtatctctct
gtatctctct

R i i b 4

aagaaaatcc

aagaaaatcc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

actattttct
actattttct

aataatattt
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S agcaatgggg catggcaaac atctcaagaa gaacacctcc cacccattct cttggtctat
I ____________________________________________________________
S aaagatgagg tggtagaaat atactttcag tattgaaaga tttttctaca gtcaccttac
I ____________________________________________________________
S aatcagggta atgttaatac tcatggttgg tgcttcttct ctggactctc aaaggctggce
I —=mmmmmmmm mmmmmm e m e e -tggattct- aaaggctggc
*kkk Kk *k *khkhkkkhkkkKhKkx*k
S atgattacga gaaaatttct catgaataag aaaggattgg ggctgtaagt tacgtgggct
I atgattatga gaaaattttt catgaataag aaaggattgg ggctgtaagt tacgtgggct
khhkkhkkhhkkhhkhkkh Fhkhkkhhkhkkhk Kk Khhkkkhkhkkhkkhkhkkhk hkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkk khkkhkkkhkkhkhkAhkhkk KAk khkkAhkkk Kk kK
S tcacaattag gaaatgagga tatttttgtt ttattcttgt cagagggaaa tatcaggtaa
I tcacaattag gaaatgagga tatttttgtt ttattcttgt cagagggaaa tatcaggtaa
AKAkKAhkA KKk k Ak, *hkAhkk Ak h*, *AhkhAhkhkhAhkkhdA,x *hkhkhAkhkkhhkhkhkx *hk khkhk hkhk *x |**k,krkkkh%,%
S ggctctttct cagagagatg tcattatctg tggcaataac aaacaatttg tgcatttgct
I ggctctttct cagagagatg tcattatctg cggcaataac aaacaatttg tgcatttgct
*kAhkkhkkhkkhhkkhkkhhkkh Kkhhkkhkhhkkhhrkhkh khxkkhkrkhkKhkkhx kAhkhkkhkkhhkkhkkhk (kI hkkhkkhkhkkhrk *khkkhkkhkrhkKhkk
S agcatgaacc cataagaggg aacacattgc agaaatgtct ttttccttga caatttccct
I agcatgaacc cataagaggg aacacattgc agaaatgtct ttttccttga cagtttccct
kAhhkkhkkhhkkhkhkhkkh Fhhkkhhkhkkhhkhkh Khhkkkhkhkkhkkhhkhkx hhkkhkhhkkhkhkkhkkhkk khkkhkkkhkkhkkhhrk kk KkAhkkkkhkk
S cttcaaaata caccaataaa aaaagaccag atagaaaatt ctctgtcatc atttgatatg
I cttcaaaata caccaataaa aaaagaccag gtagaaaatt ctctgacatc atttgatacg
kAhkhkkhkkhkkhkkhkkh khkhkAhkkhkhkkhkhkkhk KhAhkkkhkkkhkkikhx kAhkkhkkhkkhhkkhkh*k kkhkkhkkkhkkhkkkhkkhkk KAk khkkAhAkkxkkx Kk
Exon W (90 pb)
B AATTGTC AAAATGAGTG CTGCGATGCT GCAACGTGTA AACTGAAATC
J AATTGTC AAAATGAGTG CTGCGATGCT GCAACGTGTA AACTGAAATC
S ttttggtttt cagAATTGTC AAAATGAGTG CTGCGATGCT GCAACGTGTA AACTGAAATC
I ttttggtttt cagAATTGTC AAAATGAGTG CTGCGATGCT GCAACGTGTA AACTGAAATC
KAKRKkAKRKAAAK, KAk AhAAAXA A, KAhAhAkhkAhk kA, *AhAk Ak kdhkhhk AhAk hkhk hAh* *x **k*k rxkkkkkx%
— P6r P7d -
B AGGGTCACAG TGTGGACATG GAGACTGTTG TGAGC
J AGGGTCACAG TGTGGACATG GAGACTGTTG TGAGC
S AGGGTCACAG TGTGGACATG GAGACTGTTG TGAGC
I AGGGTCACAG TGTGGACATG GAGACTGTTG TGAGC

KAkKXKAKKK KKK

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk *hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk kkhkkkhkkh%k

Figura 61. Sequénciamento P6d-P6r. As denominacdes S e | séo provisorias, até a
obtencéo das sequéncias definitivas.

Para amplificagéo foram utilizados os primers P7d — P7r, obtendo-se somente
uma banda, com mais de 1 Kb, indicando a presenca de um intron, pois o produto
esperado era de 76 pb (Fig. 62).
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PCR Marker
ti PCR P7d - PTr
| PCRP7d-PTr

| 1 Kb Ladder

=

765 pb

500 pb

Figura 62. PCR P7d-P7r.

O produto de PCR foi ligado ao plasmideo e usado para transformar as
bactérias competentes. Os clones foram analisados por miniprep (Fig. 63). Os clones
P7d — P7r col 4, 5 e 6 foram comparados com pUC 19 integro confirmando a

presenca do inserto.

Lo
:; 5 = @
Sy
o o 2 o
[ [l [ =
o [V o o

Figura 63. Minipreps P7d-P7r

O inserto foi identificado por PCR utilizando os primers SP6 e T7. Os clones

P7d — P7r col 4, 5 e 6 apresentam a banda de tamanho esperado (Fig. 64).

| |1 Kb Ladder

<t w0 o~
= =
o 3] (3]
[
o o o

Figura 64. PCR das minipreps P7d-P7r.
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Os sequenciamentos foram feitos a partir das minipreps. O Consenso (C) dos
3 clones P7d- P7 mostrou 100 % de identidade. Foi identificado um intron de 1022
pb, e o tamanho do Exon W foi definido, 90 pb. Notar a seqtiéncia doadora universal

gt em &’, e receptora ag em 3’ do intron y (sublinhado) (Fig. 65).

P7d - Exon W (90 pb)

Q

<

CATGGAGACT

GTTGTGAGCA

CATGGAGACT

GTTGTGAGCA

CATGGAGACT

GTTGTGAGCA

kkhkkkkk kK Kh*k

ttttattctg
ccttcttceca
tttcagcctt
ataatatatt
atatttgaga
ctggtaatgce
cttctggaag
tctaaattca
tgcttctttc
caaaacattt
aaccacatgt
aataaaatac
acttgatttt
ttcattgcat
gagttgtagc

tttgaaatgt

ctgggagtat

CAATGAGTGA
CAATGAGTGA
CAATGAGTGA

*khkkhkkkhkkkhkk k%K

kAhkKkk kK kK kK

ctccatacta
gtttatttta
gtctcaatct
tcttctttga
ttggtgccct
tgtgacattt
taaagttgct
ggtgttttga
tatgtgggat
tgttatttcc
ttttcagcat
atcatgagat
ccctttatgg
tcatttcccce

agggaaggga

gttgtgaacc

ttttgattct

ATGTGACCCG

ATGCAAA
ATGCAAA

ATGCAAAgta
* Kk kK Kk Kk k

gccatacaga
cccttatgaa
caaatgcact
ctgagattgc
aactcagctt
tcttctctga
tttttcccca
tggctgcagg
cccagttgac
atatttccat
gagacagaaa
gttcagcaat
tcagccaaca
acagcaaata
tgccttgcett

atggtttgac

Intron w

agacttgttt

aatggctgtt
catatccata
ctttcagcat
atggaaaccc
cctgactttc
gccttttagg
ccttaagttc
accatgaaaa
tctgtaatga
cacaagccta
atgctatgaa
tcactttttg
ggtagaactt
agacagagtg
ggtgatcctc

tctttgatct

Exon Y

T

T
cacccacagT

*
~ PT7r
GCTGAACACT

TTAGCAAATC
TTAGCAAATC

TTAGCAAATC
Kk ok ok Kk k ok kK ok

GCACTGG

ATGTGACCCG

GCTGAACACT

GCACTGG

ATGTGACCCG

GCTGAACACT

GCACTGG

XKk Ak kKKK kKK

khkkhkkkhkkkhkkk*k

Figura 65. Sequenciamento P7d-P7r.

* kkkkkk

atgtttaaca

tactaaccct
gggaagataa
gttaaaacgt
agtttaaaca
tggaagcttc
atggaaatag
tctacctgct
gagaggtgca
actttttgag
gattcacaac
tgcttcttcc
ctgcttttac
gtctttcagg
ggacttctag
aagacagatg
ctgctgctga
AGGAACAGAA

AGGAACAGAA

AGGAACAGAA
* ok Kk Kk koK koK x

ccaggagaga

cttcctctcce
tttaacaaaa
atctgtgaaa
aggataggca
taagaggtcc
gtgcaggaga
ctctaaaagc
agttactcat
cagagtggcc
aagagaaggg
catgtaaaga
atgacagccc
aattgagcct
gccccacaca
aagaggaggt
agagtgatag
TGCCGGGCAT

TGCCGGGCAT

TGCCGGGCAT
Kk kK k ko kK Kk
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Para amplificacdo desta regido foram utilizados os primers P12d — P12r,

obtendo-se uma banda de tamanho esperado 170 pb, indicando n&do possuir intron

(Fig. 66).

PCR Warker
[» P12d-P12r

150

-

Figura 66. O produto do PCR P12d-P12r.

O produto da amplificacdo com os primers P12d — P12r foi recortado, ligado
no plasmideo e usado para transformar as bactérias competentes E. coli DH-5 a. Os

2 clones foram analisados por miniprep (Fig. 67).

= ||| P12d-P12r col 3

‘ < { P12d-P12r col 4
B | ruco

Figura 67. Minipreps P12d-P12r.

Para confirmar a presenca do inserto foi feito PCR com os primers SP6 e T7

(Fig. 68).
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Figura 68. PCR das minipreps P12d-P12r. Confirmacao da presenca e tamanho do inserto.

As duas colonias P12d-P12r foram sequenciadas (Fig. 69). O consenso

mostrou identidade com as sequéncias da bothropasina (B), e jararagina (J), exceto

por um C (cisteina) que esta presente no cDNA da bothropasina.

P12d - Exon Y
B GGCTGAACAC TGCACTGGCC AATCCTCTGA GTGTCCTGCA GATGTCTTCC ATAAGAATGG
J GGCTGAACAC TGCACTGGCC AATCTTCTGA GTGTCCTGCA GATGTCTTCC ATAAGAATGG
C GGCTGAACAC TGCACTGGCC AATCCTCTGA GTGTCCTGCA GATGTCTTCC ATAAGAATGG
Ak khkkhkhkhkhkkhkhk (khkhkhkhkhkhkhhkx Khhhkh Khhkhkhkh khkkhkhkkhkhkkhkhkhk hkhkhkhkhkkhkhkhhkkx Khhkkkkhkhkkkkhk
~ Pl2r
B ACAACCATGC CTAGATAACT ACGGTTAC
J ACAACCATGC CTAGATAACT ACGGTTAC
C ACAACCATGC CTAGATAACT ACGGTTAC

kA KkKkk Ak kK Kk K

kAhkkkkhk kK Kx*k

KAk KKk Kk KKk Kk

Figura 69. Sequenciamento P12d-P12r.

5.5

Dominio Rico em Cisteina

7

O dominio rico em cisteina € mostrado no box rosa, compreendendo do
nucleotideo 1587 ao 1899. A regido sem cor esta em processo de analise (base o
cDNA da bothropasina). Os asteriscos mostram identidade de sequéncias; a falta

deles indica divergéncia entre os cDNAs.
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Exon ¥ (206 pb)

1430

Jararagina
1620

Bothropasina
e e e el e e e e el e e e e e e e e e e e el e e e e el e

w.A-wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww
Intren v

Exon Z (238 pb)
. . 1490
araraglina
iy g 1680
BDt IDPaSlna B R L R o

PHA - « Pl0r

TGTM&TG 1550

Jararagina
. g TGTMATG 1740
« PBidR PBid —
Jararaqina TGEECAGGTTATACT 1610
TGEECAGGTTATACT 1800
Bothropasina
e e b b e e b ke ek e e b ke ek e e b ke e ke e e b b ke ke e e b b ke ke e e e e ke ke e e b e ke e e e b b ke e e e b e ke ke e e
{— PHr F53d —
. 1670
Jararagina
Both 1860
°© IDPaSlna ﬂr‘lv1#1#‘lvﬂr‘lv-drnlrﬂr‘lv-Jr‘lvﬂr\lnlr‘lvﬂr‘lvﬂrﬂrﬂr‘hﬂr‘hﬂ'ﬂrﬂr‘lv-dr‘lvﬂvﬂrﬂr‘lvﬂr‘h*ﬂrﬂr‘bﬂr‘b*ﬂr‘h‘hﬂr‘h‘bﬂr‘h‘hﬂr‘h‘hﬂr‘b‘hﬂr

Intron =z

Exon K (36 pb)
Jararagina 1730
Bothropasina 1520
e e e e el e e e e el e e e e el e e e e el e e e e el e e e e el e e e e e kel e ke e e bl e e e e el e

Os primers utilizados para amplificar o inicio do dominio rico em cisteina foram

P12d, localizado no final do dominio desintegrina, e P10r. O fragmento esperado era
de 251 pb, mas o produto de amplificacdo foi ~2 Kb, indicando a presenca de um
intron (Fig.70).

=}
4

Figura 70. PCR P12d-P10r.

A banda foi recortada e clonada. Os clones foram analisados por miniprep e

comparados com pUC 19 (Fig. 71).



Figura 71. Minipreps P12d-P10r.

P12d-P10r col 3

- o
K= =]
o o
— —
= =
— —
o o

T
= o
o~ o
- —
o o

P12d-P10r col 4

pUC 19
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Os 4 clones foram enacaminhados para sequenciamento: P12d-P10d col 1, 2,

3 e 4 (Fig. 72). Foi delimitado o intron y com 1835 pb. Notar a seqiiéncia doadora

universal gt em 5’, e receptora ag em 3’ do intron y (sublinhado).

B
J
C

Q

P12d -
GGCTGAACAC

Exon Y
TGCACTGGCC

GGCTGAACAC

TGCACTGGCC

GGCTGAACAC

TGCACTGGCC

KKK KKKK KKK

ACAACCATGC
ACAACCATGC

ACAACCATGC
* Kk kK Kk kK ok kK

CCAATGTTAT
CCAATGTTAT
CCAATGTTAT

KAk KXKAKKKK KKK

tataaaagat
ataaatcatc
agtccacctc
cctccagtgt
taagattaaa
gatgcttttg
tgaaagataa

aagttttcct

R i i i b i 4

CTAGATAACT
CTAGATAACT

CTAGATAACT
Kk Kk Kk koK koK x

GCTCTCTTTG
GCTCTCTTTG
GCTCTCTTTG

LR i i i 4

taagacagtc
attagatttc
cctgctcaag
tggaacaccc
gcctccattce
tgagttattc
tgtaaattga

tacatttggce

Pydd -

tacattgaca

ctcgtecattt

(206 pb)

AATCCTCTGA
AATCTTCTGA
AATCCTCTGA

KKK KAKKK KKK

ACGGTTACTG
ACGGTTACTG
ACGGTTACTG

kA KkKk A K kK Kk K

GTGCAG
GTGCAG
GTGCAGgtaa

* kK kKK

attgccatta
ttttctataa
caggaagcct
agaacttctg
tttgtaagct
atacgttccc
acatgggact
cataataant

aatgcagtct

GTGTCCTGCA
GTGTCCTGCA
GTGTCCTGCA

*khkkkkk Kk Kk kK

CTACAATGGG
CTACAATGGG

CTACAATGGG
* Kk kK Kk kK Kk kK

Intron y

gtcaacctta

atgaaagata
ctgagtttga
tataccattt
aaggtctttt
ttagagccca
aaattggaga
atgcgctaag
gaagaacaga

atacaaaatt

GATCTCTTCC
GATCTCTTCC
GATGTCTTCC

XKk KKK KKK

AATTGCCCCA
AATTGCCCCA

AATTGCCCCA
* Kk kK Kk kK kKK

ggatttcaga

ttttctecctt
aggaaccttg
ccaatctctt
ccagaaagaa
gagatggact
aagatctgag
agtattcaaa

tgttgggggg

tcagcatgca

ATAAGAATGG
ATAAGAATGG
ATAAGAATGG

R i i i 4

TCATGTATCA
TCATGTATCA

TCATGTATCA
%k Kk Kk ok koK ok

atagtggtgt

tgtatccata
gaggtcttct
ctttaaaaaa
tatttttttt
ttgggggaag
ccactcttaa
cctgcaactg
ttgtcattect

ttttaatgcc
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agtctattac
aatatttcca
ctgttagtgt
tagattatgt
ccactagggc
tgtgtatttyg
aaatttaatt
atcttctgga
cccttcecacc
ggaatctgaa
ttttgatcag
ctttgcaagt
actaagaatg
gtcaaaatct
tattagggag
cctctgactce
agcacaggaa
tggattcaga

agtgacttca

aaattttcag
aagcattata
agcctaatta
gggatttttt
tccaagattc
ttttttcttt
ttcttagatt
gagattgcta
ctcttgtcta
ttacaaatca
gtaaatagca
aatccaattg

acacatgatg

catggtttta
aagtggtact
tagtgtaaaa
gcagttgcaa
ctctcacagt
cctgaatgta
gggctcaatg
ttcctgcceag
aattgtttat
gaacgttgct
taaatgaggt
tattcaaaga

— Pyrr
gttatcttca

tattgaaaaa
aacacttcat
cgattctgcc
cacactgctg
tactaatatt
gattggtttg
ttcaaaagat
tatggtgttc
gaagggtcag
caacttgcat
aacattccaa
ggtttgtgcc

agctgaattc

tgccagataa
ggagaggtcg
ctctggattt
tgtacccatg
ttccecctaca

gctttgtgtc

« P10rr

gatagtgaaa

gcttcataat

ggactctact
tcaccctctt
cacccttccce
atagagctaa
gtcattgatt
cataaaatag

gaggaatagt

tttagaacac

atgtatttgt

CTTCAAAGAT
CTTCAAAGAT
CTTCAAAGAT

KAk AXKkKKkK KKK

ctctgaaatc

cttggttcct

AACCAGAAAG
AACCAGAAAG
AACCAGAAAG

R R i b b b 4

actttagcca

cactccctct

GCAATTATTA
GCAATTATTA
GCAATTATTA

KAk KXKkKkKkK KKK

aattggcttt
tttctcacac
ttctgggaat
agttgaaaaa
taccacatgg
aataagcaag
taaataagta

ttctttttce

Exon H

ATGTT
ATGTT

tacagATGTT
* Kk Kk k%

TGGCTACTGC
TGGCTACTGC
TGGCTACTGC

R b b b 4

gaaactgaaa
gtaatcttga
actattgcaa
gctcttattt
gagccaggta
tttttttact
ccttgtggat
tctgcaaatt
gtatcatgtg
gattaattga
agaatagtaa
caggaattga
tttcttgttt
tacagttacc
tttatatcca
gcatttcttc
tgtggacaca
tcttctgcaa
tttagtgtaa
agtcaatatt
tgctggcatg
TATGAGGCTG

TATGAGGCTG
TATGAGGCTG

R R IR IR i e 4 4

AGAAAGGAAA
AGAAAGGAAA
AGAAAGGAAA

KAk KAkKKkKkK KKK
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tactgcacac
ttttatccct
aagtgtagcc
aagtgattgt
tcacctctte
ttttcgctag
ccttaagcct
tattgagttc
atgaagattg
tcaattgtta
aagctcagta
caggtctcaa
cattcctata
ctctgtaaac
ggcagagttyg
acggcattcc
gaaagaaatc
gttgcattgt
cactgtatgc
aactaaatta
ttacacattc
AAGATTCATG

AAGATTCATG

AAGATTCATG
Kk Kk k ok k ok ok kx

ATGGTAAAAA
ATGGTAAAAA
ATGGTAAAAA

R b i b b b b 3
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~ P10r
B GATTCCATGT GGACCAGAAG
GATTCCATGT GCACCAGAAG
C GATTCCATGT GCACCAGAAG
*hkhkhkhkhkhkhkhkk khkhkkhkkkkkk
Figura 72. Sequénciamento parcial do Exon H. Em negrito e grifado estdo os primers
utilizados para amplificagao.

q

Foram utilizados para amplificacdo os primers P8id-P8r, resultando em um
produto de PCR esperado de ~140 pb, indicando n&o possuir intron (Fig. 73).

PCR Marker
P8id-P8r

300 ph |
150 pb

50 pb | |

Figura 73. PCR P8id-P8r.

O produto de PCR foi ligado em um plasmideo e inserido em bactérias

competentes E. coli DH 5a. Os clones foram analisados por miniprep (Fig. 74).

FBid-FP8r col 1
Paid-P8rcol 2
pUC 19

-
-

Figura 74. Minipreps P8id-P8r.

A presenca do inserto nos clones P8id-P8r foi confirmada por PCR com os
primers SP6 e T7 (Fig 75).



P8id-P8r col 1
P8id-P8r col 2

1 KB DNA Ladder

Figura 75. PCR das minipreps P8id-P8r.
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O sequenciamento P8id-P8r referente aos 2 clones analisados mostrou 100 %

de identidade entre eles. Alguns pontos de mutacdo foram observados em relacao

as sequéncias da bothropasina (B) e da jararagina (J) (Fig. 76).

P8id - Exon 2
B GCAAAGATAA TTCACCTGGA
GCAAAGATAA TTCACCTGGA
C GCAAAGATAA TTCACCTGGA

khkkkhkkhkhkkhkhkk *Ahkkkkhkkkhkkhk

Q

B AACATAAGGG AATGGTTCTT

<

AACATAAGGG AATGGTTCTT

C AAAATAAGGG AATGGTTCTT

CAAAATAATC CTTGCAAGAT GTTCTATTCC AACGATGATG
CAAAATAATC CTTGCAAGAT GTTCTATTCC AACGATGATG
CAAAATGATC CTTGCAATTA CTACTATTCA TCCAGGCATG
Xk khkkkhkhkkhkrk *khKkkKh*x%k * Kk k Kk Kk kx * % * % %
~ P8r
CCTGGAACAA AATGTGC
CCTGGAACAA AATGTGC
CCTGGAACAA AATGTGC

Kk kAhkkkhkAkKkk KAkKkKhkAhAKhk Ak K

kAkk Kk Ak kKX *k

Figura 76. Sequenciamento P8id-P8r.

Kk kK Kk kKK

Para amplificar o final desta regido foram utilizados os primers P5d, presente

no dominio rico em cisteina, e P5r, localizado no inicio da regido 3"-ndo-traduzida. O
produto do PCR esperado era de 161 pb, mas o PCR apresentou 3 bandas,
nomeadas de 1 (~750 pb), 2 (~600) e 3 (570 pb) (Fig. 77).
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1 Kb DNA Plus

Figura 77. O PCR P5d-P5r

As bandas foram cortadas juntas (pool das trés bandas), purificadas e
clonadas. As colonias selecionadas foram analisadas por miniprep, e foram

comparadas com pUC 19 integro (Fig. 78).

P&d-Par col 21_1
P&d-Parcol 21_2

Lo
o
(&)
—

Lo

o

. P5d-P&rcol 18 2
P5d-Par col 11c1
. 25d-Par col 11c2

=
Lo
o

Figura 78. Minipreps P5d-P5r. Foram feitas 13 minipreps P5d-P5r para localizar as 3
bandas.
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As minipreps mostraram uma variacdo de tamanho, sugerindo ter as trés
bandas. Para verificar o tamanho dos insertos foi feito PCR com os primers SP6 e
T7. Os clones P5d-P5r col 10 e 11 ndo continham inserto. Os clones P5d-P5r col
11, 11c1 apresentaram o inserto de 750 pb (banda 1). Os clones P5d—P5r col 7, 8,
18 1 e 18 2 apresentaram o inserto de 600 pb (banda 2). Os clones P5d—P5r col 4,
5,6,21_1e 21 2 apresentaram o inserto de 570 pb (banda 1) (Fig. 79).
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P5d-Parcol 4
P5d-Par col &

—

P&d-Par col B

{ P5d-P&r cal 7
} P5d-P&r cal 8
P5d-Par cal 9

P5d-P5r col 10

P5d-P5r col 11
LI 1 <o onaPus

~

— o™~ — o™~ — o™~
8] [8] | | | |
— — o [=x} — —
pass P — — o o
b S = ot B i S -
(=] o il
8 8 8 & & o £
IS 5 @ o B B (v}
o oo o4 g oo oo 2
- =] =] o] = =] 1
Lo (Yol Ve uw Lo uw Q)
o o o o o o o
‘ - S 766 pb
- 500 ph

Figura 79. PCRs das Minipreps P5d-P5r

Foram feitos os sequenciamentos referentes as trés bandas clonadas. O

tamanho exato das trés bandas pode ser definido pela sequéncia: 1 (753 pb) clones
P5d-P5r col 11c2 e 11cl; 2 (479 pb) clones P5d-P5r col 21-1 e 21-2; 3 (550 pb)
clones P5d-P5r col 8d e 18-2 (Fig. 80).

N WR QW

N W R QW

GT

GT intron
GTtcgtaaaa
GTtagtaaaa

GTtagtaaaa
Kk ok ko Kk ok ok ok ok ok

ggggtgatca
aagtacagag
tgttattttg

tttctttectt

taaaataatt
taaaataatt

-4
gattacctct
gattacctct

gattacctct
Ak Kk kK Kk kK Kx*k

ctaattcttt
aatctgcata
cttttccttc

CCaagaccaa

ttgcaatcga
ttgcaatcga

catctttgtg
aatctgtgtg
aatctgtgtg

*kkkk Kkkhkk*k

tttgcaatcg
gaagaaaaag
aaagaacaac

aatgcctggce

tcaatgctgt
tcaatgctgt

P5d -

TCCTGGAA

Exon Z

CAAAATGTGC AGATGGAAAG

TCCTGGAA

CAAAATGTGC

AGATGGAAAG

TCCTGGAA

CAAAATGTGC

AGAGGGAAAG

TCCTGGAA

CAAAATGTGC

AGAGGGAAAG

TCCTGGAA

CAAAATGTGC

AGAGGGAAAG

*kk Kk Kk Kk k%K

ttctaaagtc
ctctaaagtg

ctctaaagtc
kK Kk kK Kk Kk

atcaatgctg
tatccatcca
cccaacgaat
cttctcagag
——agcatctt

aaagcatctt

aaagcatctt
*kkkk Kk k%K

KAk KAk KKk KKKk K

tgattc———-
tgattccatg

tgattccatg
* kK kKK

aaagctggcc
tctatcctte
gaggtggatg
ccttgtgcectt
ctggacagac

ctggacagac
ctggacggac

XKk AkKkKkKk KKK

Kk Kk Kk kkk*k

—————— t-aa
gggtgatcaa
gggtgatcaa

* kK

tagattttca

ttttggttgt

tccagggcetg

ctctctcac-

tgtcaa-gag
tgtcaa-gag

*x Kk k%
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W N R WYy W N R WY w N

W N R QW

acagtccttt
acagtccttt
acagtccttt

kK kkkkhk kK

aaatcagggc
aaatcagggc

aaatcagggc
* Kk Kk kkhkk Kk kK

cccaaaactt
cccaaaactt

cccaaagctt
*kkhkkkkhk Kk*k*k

aacctgaaag
aacctgaaag

aacctgaaag
kAhkKkk kK kK kK

tgctgcctta
tgctgcctta
tgctgtctta

XKk KkKkKk KKKk K

TGTGTTGATG
TGTGTTGATG
TGTGTTGATG
TGTGTTGATG

TGTGTTGATG
ok k ok Kk ok ok kK

AGATCCTCCT
AGATCCTCCT
AGATCCTCCT
AGATCCTCCT
AGATCCTCCT

ctctgaactt
ctctgaactt
ctctgaactt

kkhkkkhkk Kk kK kK

agagctggtt
agagctggtt
agagctggtt

*kkkhkkkkkhkkh*k

acctgaaagg
acctgaaagg

cccttaaagg
* Kk Kk Khkkk k%

aagtttgggt
aagtttgggt
aagtttcggt

kkhkKkkhkkKk KKx*k

ctccattgat
ctccattgat
ttccattgat

RaIR IR IR b b b b b 4

TGGCTACAGC
TGGCTACAGC
TGACTACAGC
TGACTACAGC

TGGCTACAGC
*k  kokkokk ok

TCCAGAAGGT
TCCAGAAGGT
TCCAGAATGT
TCCAGAATGT
AATCGAAT--

gtaggcatct
gtaggcatct
gtaggcatct

kK kk Kkkk*k

gtgacctaac
gtgacctaac

gggacctaac
* khkkKkk Kk kK

atcaggaa-t
atcatgaa-t
atca-gaagt

XkkXkKk KKKk Kk

tagttataag
tagttataag

aatctcttgce
aatctcttgce
catctcttgce

*hkkkkk Kk kK

CTACTAGTCA
CTACTAGTCA
CTACTAATCA
CTACTAATCA

CTACTAGTCA
kkkokkk Kxok

TTGGCTTCTC
TTGGCTTCTC
TTGGCTTCCC
TTGGCTTCCC

ccatagggaa
ccatagggaa

ccatacggat
*hhkk Kk kkk

aatgaagcca
aatgaagcca

aaagaagcca
*k Kk KkkKhkx%k

cacttcccct
cacttcccct

cacttcccct
* kkkkkkkkk

gaatgacaga
gaatgacaga

tttgactttc
tttgactttc
tttgactttc

*hkkkkk Kk kK *k

ACCTCTGGC-
ACCTCTGGC-
ACCTCTGGCT
ACCTCTGGCT

ACCTCTGGC-
Kk Kok Kok Kk K

TCAAGTCCAA AGAGATCCAT

ggtggaagag
ggtggaagag
ggtggaagag

kK kkkkk kK

cttagaaatg
cttagaaatg
tttagaaatg

*khkkk Kk Kk Kk kK

tgattttta-
tgattttta-
tgattttta-

KKK KKK KKK

gtttggttg-
gtttggttg-

GTGCAG
GTGCAG
aggtCTGCAG
aggtCTGCAG
aggtCTGCAG

kKKK KAk KkKkK

TCTCTCAGAT
TCTCTCAGAT

« Pb5r
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agaaat-aga
agaaatgaga

agaaatgaga
Kk hkkkhk kkhk

ctgaagcaaa
ctgaagcaaa

ctgaagcaaa
*khkkkhkkkKhx*k

tactatatag

*

tgtagaaaag
tgtagaaaag
-—-—--gaaa-g
*kKxk K
Exon K
CAACGGGCAT
CAACGGGCAT
CAACAGGCAG
CAACAGGCAG
CAACGGGCAT

*kk Kk Kk kK

TTGATTTTGG
TTGATTTTGG
TTGATTTTGG
TTGATTTTGG

TTGATTTTGG
Kk Kk kK k ok kK x

CTGCC

TCAAGTCCAA AGAGATCCAT

CTGCC

TGTAGTCCAA AGAGATCCAT

CTGCC

TGTAGTCCAA AGAGATCCAT

CTGCC

R i i b 4

Figura 80. Sequenciamento P5d-P5r.

* k x khkkkhkkhkkhk hkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhk Kkkhkkhkk%k

O resultado do sequenciamento indicou, como ja observado anteriormente, a
existéncia de pelo menos 2 genes diferentes. Nesse sequenciamento a sequéncia
superior (S) foi denominada C1 e a inferior C3. Os clones col 21-1 e 21-2 (C2)
mostraram em particular divergéncia na regido 3 com relacdo aos demais

consensos
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5.6 Regido 3-ndo-traduzida

A regido 3'ndo-traduzida € mostrada no box vermelho compreendendo do
nucleotideo 1900 ao 2333, com base no cDNA da bothropasina. Os asteriscos

mostram identidade de sequéncias; a falta deles indica divergéncia entre os cDNASs.

Jararagina

Bothropasina 1520
e ke e Wb e wbe e e ke e Wb e e dhedle e b e b e b dle ke e ke e ke e e ke e ke e e e e ke ke b e wbe e e b e Wb e e dhedle ke e e e e e e

« P5r

Jararagina

Bothropasina 1580
B e e T T o o

Pid =

Jararagina

BEothropasina 2040
B e e T T o o

Jararagina

Bothropasina 2100
e e W W W e b e e e W e b ek e e e W W e b b e e e e e e W e e e e e o e b el b b o W e e

Jararagina

Eothropasina 21e0
e e e e e b e e e e e b ek e ol o e e e e e e e e e e e e ke e e e e e e b e e e e o e b el ol b o W e b

Jararagina

Eothropasina 2215
e ke e e Wb e wbe e e ke e ke e wle ke dle e e e e e e wle ke e ke e ke e e e e ke e e e e ke e ke e ke b e ke e ke e ke b e dbeole ke e e e e e

Jararagina

Eothropasina 2276
Wb kbbb bbb b bbb b bbb b o b b b bl ol e ke bl e e e b el e e e e e

+~ DP3r

Jararagina

Bothropasina 2333
e e e W e e e dhele e e e e el e e o e e e e e e e e ol e e e ol el o e e

Para amplificar esta regido foram utilizados os primers P3d-P3r, obtendo-se
duas bandas como produto do PCR: a banda de ~300 pb foi nomeada inferior (1), e a
banda de ~350 pb, superior (S) (Fig. 81).

1 Kb DNA Plus

P3d - P3r
P3d - P3r

400 pb

§L- . 300 pb
Figura 81. PCR P3d-P3r.
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As bandas foram cortadas juntas, purificadas e clonadas, e os clones
submetidos a miniprep. Foram analisados 11 clones, comparados com pUC 19

integro ou marcador (Fig. 82).
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Figura 82. Minipreps P3d-P3r.

Para identificar os tamanhos dos insertos foram feitos PCRs com os primers
SP6 e T7. Os clones P3d-P3r col 2, 5, 4, 8 e 11 apresentaram a banda inferior. Os
clones P3d—P3r col 3, 6, 7 e 10 apresentaram a banda superior. O clone P3d—P3r
col 9 apresentou uma banda muito fraca, ndo sendo possivel definir o seu tamanho
(Fig. 83).

P3d - P3rcol 2
P3d - P3rcol 3
P3d-P3rcol 5
1 Kb DNA Plus

P3d-P3r col 4
P3d - P3r col 6
P3d-P3r col 7
P3d-P3r col 8
P3d-P3r col 9
P3d - P3r col 10
P3d - P3r col 11
| 1 Kb DNA Plus

!

100C pb
850 pb

850 pb 850 pb

- o e e o

400 pb

Figura 83. PCRs das Minipreps P3d-P3r.

Os 5 clones referentes a banda | e os 4 clones da banda S, foram
sequenciados obtendo-se os consensos da banda inferior e da superior. A banda

inferior (1) apresentou um tamanho de 297 pb e a superior (S) 320 pb (Fig. 84).



H Wn g W H Wn g W H W0 g W HWn g W H Wn g Ww

H W0n g W

P3d -

CCATCTGCCT

GCATCTTACT

CCATCTGCCT

GCATCTTACT

CCATCTGCCT

GCATCTTACT

CCATCTGCCT

GCATCTTACT

*hkkkkkkk K%k

CAATATTTCT
CAATATTTCT
CAATGTTTCT
CAATATTTAT

kkhkKkk Kk kKk*k

CCACAAAGCT
CCACAA-GCT
CCACAAAGCT
CCATAAAGCT

Kk Kk Kkkhkkkk*k

GGCCATTTTA
GGCCATTTTA
GGCCATTTTA
-——-TATTTTA

Kk Kk Kk k kK

-GAGCTGGTG
TGAGCTGGTG
-GGGTTGGTG
-GAGCTGGTG

* kX KAk Kk kK

A-GATGTAGC

KAk AkKkK KKK KK

TCACCATATT
TCACCATATT
TCTCCATATT

TCTCCATATT
*k kokokok ok ok Kk

CCATGGGCAT
CCATGGGCAT
CCATGGACAT
CCATAGGCAT

kKK Kk kKK

TACCGTTTGC
TACCGTTTGC
—-—-CCGTTTGC

--CCGTTTGC
* kK kK kK Kk

TATTCGAAGT
TGTTCGAAGT
TATTCGAAGT
TATTCAAAGT
*x Kk Kk KKKk K

&
TGCTTCCATC

AGTAAATCAC
AGTAAATCAC
AGTAGATCAC
AGTAAATCAC

*kkk Kkkhkkk*k

TAATCTGTTT
TAC---—-—-
TAATCTGTTT

TAATCTGTTT
** K

GTACAACACC
GTACAACACC
GTACAACACC
GTACAACACC

*hkkkkkkhkkk*k

CAATTGCAGA
CAATTGCAGA
CAATTGT-AA

CAATTGCCAA
kkkkxk koK

CAATGCTTCC
CAATGCTTCC
CGATGCTTCC
CAATGCTTCC

* Kk kkkhkkk%k

P3r

AATAAACT

ACGATGTAGC

TGCTTCCATC

AATAAACT

A-CATGTAGC

TGCTTCCATC

AATAAACT

A-CATGTAGC

TGCTTCCATC

AATAAACT

* * kK k kK kk

XKk KAkKkKk KKKk KK

Figura 84. Sequenciamento P3d-P3r.

*kkk Kk Kk Kk k%K

obtenc&o das sequéncias definitivas.

TCTTAGCTTC
TCTTAGCTTC
TCTTAGCTTC
TCTTAGCTTC

XKk KAkKkK KKK KK

ACCTTTTGCT
—-CCTTTTGCT
ACCTTTTGCT

ACCTTTTGCT
Kk ok kK ok kK Kk

AAAGGCTTAT
AAAGGCTTAT
AAGAGCTTAT
AAAGGCTT--

Xk KKk KKK

GCACATTTAA
GCACATTTAA
GCACATTTAA

GCACATTTAA
* kK Kk ok kK koK Kk

TCTCCCAAAA
TCTCCCAAAA
TCTTCCAAAA
TCTCCCAAAA

Xk k KAk Kk KKK

As denominacbes

CAGATGGCAT
CAGATGGCAT
CAGATGGCAT
CATATGGAAT

Kk Kkkhkkk K%k

GTAATCAAAC
GTAATCAAAC
GTAATCAAAC
GTAATCAAAC

kkhkKkkhkkKhk kK Kh*k

TTGCTGCCAA
TTGCTGTCAA
TTGCTGTCAA

TACAAGAAGT
TACAAGAAGT
TGCAACAAAT

TGCAACAAGT
* kkk Kk K

TTT-TGTG-C
TTTGTATGGC
TTC-CATG-C
TTT-CACG-C

* % *x X%

CTAAATTCTG
CTAAATTCTG
CCAAATTCCG
CTAAATTACG

*x kKX Kk kK *

CTTTTCCCCA
CTTTTCCCCA
CTTTTCCCCG

CTTTTTCCCA
* kK kK kK kK

GAAAAAAAAT
GAAAAAAAAT
—-AAAAAATAT

TCTGCCTTTT
TCTGCCTTTT
TCTGGCTTTT

TCTGCCTTTT
*kokk kokokokok

TGGCTTTCCA
TGGCTTTCCA
TGCCTTTCCA
TGGCTTTCCA

Xk KAk KkKk KKK
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S e | sdo provisorias, até a

Para a visualizacdo de todas as sequéncias obtidas, correspondentes aos

dominios pré-definidos, foi elaborado um esquema com os introns e exons definidos
até o momento. O esquema montado é provisorio, pois s6 sera possivel definir os
introns de cada toxina quando a sequéncia completa do genoma de Bothrops
jararaca for publicada (Fig. 85).

A sequéncia superior (S) foi denominada de TOX1 e a sequéncia inferior (1)
de TOX2. Partes das sequéncias ja foram depositadas no Genbank e podem ser

acessadas conforme os numeros indicados no ANEXO E.
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6 DISCUSSAO

O estudo do DNA genbmico da Bothrops jararaca € de suma importancia para
a Pesquisa Fundamental, fornecendo subsidios inéditos na literatura para o
entendimento da evolugcédo génica das metaloproteinases ofidicas. Do ponto de vista
médico, o conhecimento da atividade biol6gica de cada toxina presente no veneno, e
seus dominios protéicos, permite pressupor o desenvolvimento de estratégias mais
eficientes para o tratamento de casos de envenenamento, ou ainda viabiliza-las
como agente terapéutico, como por exemplo, inibidor de metastases.

Algumas diferengas entre a jararagina e bothropasina estdo distribuidas ao
longo de seus cDNAs, sugerindo que essas proteinas ndo sao isoformas, i.e., ndo
resultam de splicing alternativo de um mesmo mRNA precursor, pois 0s cDNAs de
ambas pareiam, ndo havendo perda de exons.

Até o presente momento foram identificados 14 exons (4 exons parciais) e 13
introns, com um total de 12535 pb no caso da TOX1 e 12268 pb para TOX2.
Analisando a parte consenso entre as toxinas, no total encontram-se 322 posicdes
diferentes entre elas, sendo 272 nos introns, e 41 na regido 3 UTR. Na parte
codificante da TOX 1 e TOX2 encontram-se 55 posi¢cdes diferentes, levando a 9
mutac¢des sindnimas e 22 ndo sinbnimas. Foram encontrados ainda 10 aa iguais a
sequéncia da bothropasina e 10 aa iguais a jararagina (ANEXO B). Esses resultados
nao indicam ter havido um processo de evolucdo acelerada. A diversificacdo das
metaloproteinases com dominios desintegrina e rico em cisteinas (MDC) de
mamiferos e de venenos de serpentes é decorrente de duplicacbes génicas,
seguidas pela divergéncia das copias (Moura-da Silva et al., 1996). O mesmo
processo muito provavelmente contribuiu para a evolugdo da jararagina e
bothropasina, pertencentes a familia das Reprolisinas (Fig. 1).

Este trabalho € o primeiro a identificar exons e introns de metaloproteinases,
portanto ndo ha como comparar a sequéncia das toxinas estudadas com a de outras

toxinas.

6.1 Anédlise dos dominios proteicos / exons

6.1.1 Peptideo Sinal
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O peptideo sinal é codificado pelo exon 1 e pela regido 5 do exon 2, sendo
conservado nas quatro sequéncias de toxinas comparadas, bothropasina, jararagina,
TOX1 e TOX2.

6.1.2 Pro-dominio

O pré-dominio é codificado pelos exons 2, 3 e 4. O exon 2 da TOX1 e TOX2
tem a sequéncia igual a da bothropasina. O alinhamento de TOX1, TOX2,
bothropasina, bothrostatina e HF3, também presentes no veneno de Bothrops
jararaca, mostra total identidade de sequéncias, indicando que essas
metaloproteinases tém modulos conservados, como previamente sugerido na Fig. 5
(ANEXO C).

A posicéo 315, no inicio do exon 3, tem G em TOX1, TOX2 e jararagina, e T
na bothropasina. Ha diferencas entre TOX1 e TOX2 em apenas duas posicdes (482,
501). Outras cinco posicdes diferem tanto da jararagina como da bothropasina, e
outras ainda sdo iguais a jararagina ou bothropasina. Em consequéncia, 0s
aminoacidos (aa) mudam, tendo sido identificadas 4 mutacfes sinbnimas (aa 61, 97,

103 e 501) e 5 ndo-sindnimas (79, 90, 96, 98 e 108) (Quadro 3).

Quadro 3 - Alteracbes no exon 3. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX1 (sequéncia inferior). Em itdlico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicao de nucleotideos referente a sequéncia da bothropasina.

Exon 3 (227 pb)

Posigéo nt* Posicéo

j b |TOX1 |TOX2 |aa* b |j TOX1 | TOX2 | Mutacdo
315 G |T |G G 61 vV |V |V V Sinénima
367 A |A |G G 79 K |[K |E E N&o-sinbnima
383 T |C |T T 84 T |l I I aa=J
401 G |G |A A 90 G |G |D D Nao-sinbnima
418 T [T |A A 96 Y |Y |IN N N&o-sinbnima
423 cC |T |T T 97 P |P |P P Sinbnima
424-5 CC |GC|CT CT 98 A [P |L L N&o-sinbnima
441 T |C |C C 103 C |C |C C Sinbnima
455 G |G |A A 108 R |[R |H H N&o-sinbnima
482 C |C |C T 117 A |A |A V TOX2: ndo-sinbnima
501 CcC |C |C T 123 N [N |N N Sindnima

Nesta regiao foi identificado o motivo cysteine switch, conservado na TOX1,
TOX2, jararagina e bothropasina (ANEXOS B e C).
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Quanto ao exon 4, tanto na TOX1 como TOX2, foram identificadas uma
mutacdo sinbnima (aa 135), duas mutac¢des iguais a jararagina (aa 144 e 145), e
duas mutacdes iguais a bothropasina (aa 128 e 187). Nas posi¢Bes 187 e 189 a

TOX2 tém uma mutacdo ndo-sinbnima, e a TOX1 é igual a jararagina (Quadro 4).

6.1.3 Dominio Catalitico

Quadro 4 - Alteracbes no exon 4. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX2 (sequéncia inferior). Em itdlico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicao referente a seqiiéncia da bothropasina.

Exon 4 (203 pb)

Posigéo nt* Posicéo

i b |TOX1|TOX2|aa* b J TOX1 | TOX2 | Mutacao
514 T |[C |C C 128 H Y |H H aa=h
547 G |A |G G 135 T T |T T Sinbnima
562 C |T |C C 144 S P |P P aa=|
565 G |A |G G 145 N D |D D aa=|j
689 C |T |T T 186 V A |V V aa=h
691 T |G |G C 187 V F |F L TOX2: ndo-sinbnima
697 G |G |G C 189 A A |A P TOX2: ndo-sinbnima

O dominio catalitico é codificado pelos exons 4 (4 dltimas bases), 5, 6, 7 e X.
Faltam 227 pb para sequenciar, tendo como referéncia o cDNA. Devido a este gap
ainda nao foi possivel numerar os exons e introns do segmento. Por iSso 0S exons
estdo nomeados com letras mailsculas.

O exon 5 apresenta 9 posi¢Oes iguais a jararagina ou bothropasina, com
alteracdes nos aminoacidos correspondentes. As posi¢Bes 193, 197, 198 e 202
conferem com a jararagina; e 195, 200, 204 e 210, com a bothropasina (Quadro 5).
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Quadro 5 - Alteracbes no exon 5. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX2 (sequéncia inferior). Em italico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicao referente a sequéncia da bothropasina.

Exon 5 (61 pb)
Posicao
nt* j b |TOX1|TOX2 |Posicdo aa* |b i TOX1 | TOX2 | Mutacao
650 G |A |G G 193 K R [R R aa=]j
655 G |A |A A 195 N D |N N aa=b
722 A |T |A A 197 F Y |Y Y aa=]j
725 A |G |A A 198 R K |K K aa=j
730 A |G |G G 200 V I V V aa=bh
736 T |C |T T 202 L F |F F aa=j
742 A |G |A A 204 I v |l I aa=b
761-2 CC|TG|TG TG 210 M T |M M aa=bh

O exon 6, constituido por 69 pb, € totalmente conservado em relacdo a
jararagina e bothropasina.

O exon 7 foi sequenciado parcialmente. O aa da posi¢cdo 236 na TOX1 e
TOX2 sédo iguais a bothropasina (Quadro 6).

Quadro 6 - Alteracbes no exon 7. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX2 (sequéncia inferior). Em itdlico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicao referente a sequéncia da bothropasina.

Exon 7 (182 pb)
Posicéo
nt* j |b|TOX1|TOX2|Posicdoaa*|b |j |TOX1|TOX2|Mutacdo
840 A|C|A A 236 L |F|L L aa=b

A sequéncia parcial do exon V (67 pb) ndo apresentou nenhuma alteracao em
relacdo a jararagina e bothropasina.

O exon X codifica o final do dominio catalitico, mostrando 10 posi¢Ses de
nucleotideos diferentes entre as sequéncias. Os aa 383, 396 e 412 da TOX2 séo
iguais a jararagina e bothropasina, mas na TOX1 as mutagdes sdo nao-sinénimas.
Os aa 384 e 385 sdo iguais a jararagina, e os aa 389 e 401 iguais a bothropasina,
tanto na TOX1 como na TOX2. O aa 391 da TOX1 é igual a bothropasina e a TOX2
da jararagina, e 0 aa 419 € uma mutacao sinbnima, (este uUltimo aa ja faz parte do

dominio desintegrina) (Quadro 7).
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Quadro 7 - Alteracbes no exon 7. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX2 (sequéncia inferior). Em italico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicdo referente a sequéncia bothropasina. O sinal () representa o
nucleotideo conservado na posicao 1286.

Exon X (156 pb)

Posicao
Posicdo nt* | j b TOX1|TOX2 |aa* b j |TOX1|TOX2 | Mutacdo
1280 T T C T 383 M [M|T M TOX1: ndo-sinbnima
1284 T G T T 384 K [N|[N N aa=]j
1285 7 CG|G C|C C |[CC 385 E |H|[H H aa=j
1294 C G C C 388 Q |[E|Q Q aa=bh
1303 A C C A 391 L |l |L I TOX1=bh; TOX2 =j
1318 G G A G 396 G |G|R G TOX1: ndo-sinbnima
1330 A G G G 400 vV |l |V \Y aa=b
1306 G G A G 412 vV |V M \Y TOX1: ndo-sinbnima
1389 A C C C 419 G |G|G G Sinbnima

6.1.4 Dominio Desintegrina

O dominio desintegrina é codificado pela parte 3’ do exon X (ultimas 31
bases) e o exon W, de 90 pb, encontra-se conservado. O exon Y, onde se encontra
o motivo ECD encontra-se conservado. No exon Y foi encontrada somente uma

alteracéo de base, que nao leva a alteracdo do aa (posi¢ao 477) (Quadro 8).

Quadro 8 - Alteragcdes no exon Y. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX2 (sequéncia inferior). Em itdlico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicoes referentes as sequéncias da bothropasina.

Exon Y (138 pb
Posicéo
nt* j |b|TOX1 | TOX2 |Posicdo aa* |b | j | TOX1| TOX2 | Mutagéo
1563 T|C|C C 477 S|S|S S Sindénima

6.1.5 Dominio Rico em Cisteina

A analise parcial do exon H (105 pb) mostra queo mesmo se encontra
conservado em relagéo a jararagina e bothropasina.

O dominio rico em cisteina € codificado pelos exons Z e K. No exon Z foram
identificadas 13 posicOes diferentes entre a TOX1 e TOX2 em relacdo a jararagina e
bothropasina. Estas alteracdes levam a 8 mutacBes ndo-sinénimas (573, 474, 575,
578, 579, 580, 581 e 494), e uma sin6nima (577) (Quadro 9).
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Quadro 9 - Alteracdes no exon Y. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX2 (sequéncia inferior). Em italico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicao referente a sequéncia da bothropasina.

Exon Z (109 pb)

Posicao

nt* i b TOX1 | TOX2 |Posicdo aa* |b | j |TOX1 |TOX2 | Mutacéo

1791 G G T T 573 K |[K [N N N&o-sinbnima
1792-4 ATG |ATG |TAC |TAC |574 M [M Y Y N&o-sindnima
1796 T T A A 575 F |[F |Y Y N&o-sindnima
1864 C C A A 577 S |S |S S Sinbnima
1865-6 AA |AA |TC TC 578 N [N |S S N&o-sinbnima
1869-70 AT |AT |GG GG 579 D |[D |R R N&o-sindnima
1871 G G C C 580 D |[D |H H N&o-sinbnima
1877 C C A A 581 H |H [N N N&o-sindnima
1914 T T G G 594 D |[D |E E N&o-sindnima

Ha uma regido hiper-conservada (HCR) de 22 aa (Muniz et al. 2008) no exon
Z, que no caso da TOX1 e TOX 2 apresenta 6 aa diferentes.
No exon K foram identificadas 4 posicoes alteradas levando a mutacéo-nao

sinbnima (aa 601, 602 e 607) e uma mutacédo sinbnima (aa 597) (Quadro 10).

Quadro 10 - Alteracbes no exon K. j (jararagina), b (bothropasina), TOX1 (sequéncia
superior), TOX 2 (sequéncia inferior). Em italico estdo os aa (ANEXO D).
*Posicdo referente a sequéncia da bothropasina.

Exon K (138 pb)
Posicao
Posicdont* | j |b TOX1 | TOX2 | aa* b |]j TOX1| TOX2 | Mutagéo
1923 G |G C C 597 VvV |V |V V Sinbnima
1933 G |G A A 601 G |G |R R Nao-sinbnima
1938 T |T G G 602 H |H [Q Q Nao-sinbnima
1951 G |G A A 607 A A |T T Nao-sinbnima

6.1.6 Regido 3’ UTR

A regido 3’ UTR da TOX1 tem 417 pb e na TOX2, 392 pb. Em comparacgéo
com a jararagina que tém 350 pb, e a bothropasina com 354 pb, esta regido
encontra-se bastante alterada, tanto em relacdo ao numero como a sequéncia de

bases (Quadro 11). Esta regido nao codifica aminoacidos.
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Diversos genes de serino proteases de Trimeresurus flavoviridis apresentam
os introns e as regides UTRs altamente conservadas. Ja as regides que codificam a
proteina madura tém alta taxa de altera¢des, sugerindo que estas toxinas sofreram
evolugcdo acelerada (Deshimaru et al., 1996). Diferentemente, neste trabalho as

regides que tém maior taxa de alteracdo séo os introns e as regides UTR.

Quadro 11 - Alteragdes 3'UTR. Foram identificadas 41 alteracdes entre as sequéncias e
uma insercao de 10 pb, comparada com a jararagina e a bothropasina. *Posi¢céo
referente a sequéncia da bothropasina.

3'URT

Posicaont*| | 1] TOX 1 TOX2 Mudan¢a

18965 ] ] A A Alteragdes nas TOX 1 e TOX2
Entre 77-78| - - TTCTCTCAGA | TTCTCTCAGA | Insercio de 10 ph

2006 G G T T Alteragdes nas TOX1 e TOX2

2017 T T C C Alteragdes nas TOX1 e TOX2

2020-1 CA, CA, GT GT Alteragdes nas TOX1 e TOX2

2059 A A G A AlteragBo na TOX1

2077 ] G G T Alteracio na TOX2

2082 C C C A Alteracio na TOX2

2086 T T C T Alteragdo na TOX1

2002 C C C A Alteracdo na TOX2

2003 T T G G Alteragdes nas TOX1 E TOX2

2009 A, A, G A Alteracdo na TOX1

2103 C C C A Alteracdo na TOX2

2107 A A T T Alteragdes nas TOX1 e TOX2
2118 =25 - | TCTGTTTA | TCTGTTTA TCTGTTTA TOXle TOX2=h

2154 A A G A Alteragio na TOX1

2159 C C C T Alteragio na TOX2

2162 - A A A Alteragio na TOX2

2169 ] G G A, Alteracdo na TOX2

2171 ] G o, G Alteragdo na TOX1

2187 i, A, ] A Alteracio na TOX1
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2200 T C T - TOXL =j

2217 i i C T Alteracio na TOX2

2224-5 TA, TA, - - Alteracfes nas TOX1 e TOX2
2240 C C T C Alteragdo na TOX1

22472 [ [ - - Alteragles nas TOX1 e TOX2
2255 A, A, G G Alteracfes nas TOX1 e TOX2
22549 [E] [E] C [ Alteracfes nas TOX1 e TOX2
2252 G G A G Alteragdo na TOX1

22R8 [ C ] C Alteracio na TOX1

2271 T - - - TOXL=h

2273 A A ] A Alteracio na TOX1

2278 i i T C Alteracio na TOX1

2282 [E] A A A TOXL =j

2286 ] ] ] A, Alteracio na TOX2

2292 A, A, G & Alteracio na TOX1

2304 i i T C Alteracio na TOX1

2310 T T C T Alteragdo na TOXL

2311 [E] - - - TOX1=h

2115 T T C [ Alteracfes nas TOX1 e TOX2
2316 = - - - TOXL =h

2120 ] ] C e Alteracio na TOX1

A analise dos aa pelo programa ExPASy Proteomics Server

(http://expasy.org) mostrou que a jararagina, bothropasina, TOX1 e TOX2, sao

hidrofobicas, mas ha uma pequena variacdo: jararagina -0,570, bothropasina

-0,451, TOX1 -0,493 e a TOX2 -0,477. Esta pequena variacdo no grau de

hidrofobicidade pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas. No

caso dos dois gaps que ainda nao foram sequenciados, foi utilizada a sequéncia de

aa da bothropasina. A 1° regido néo sequenciada, tem uma diferenca de 4 aa entre

a jararagina e a bothropasina. A 2° regido ndo sequenciada ndo tem diferencas.
Todas as cisteinas foram mantidas, o que favorece a manutencdo da

estrutura secundaria.

6.2 Andlise dos introns

O intron 1 da TOX1 tem 1438 pb e TOX2 1437 pb, encontrando-se 21
posicdes diferentes ao se estabelecer a sequéncia consenso.
Quanto ao intron 2, foram identificadas 3 sequéncias distintas apdés a

determinacdo dos consensos. As bandas 1, 2 e 3 apresentaram 570 pb, 850 pb e


http://expasy.org/
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974 pb, respectivamente. H4 trés seqUéncias de introns disponiveis, ndo sendo
ainda possivel afirmar se pertencem a TOX1l, TOX2 ou ainda a outra
metaloproteinase. Entretanto ha alta identidade de sequUéncia na regido consenso
(ANEXO B).

O intron 3 de TOX1 e TOX2 tem 624 pb 614 pb, respectivamente. Além da
diferenca de tamanho entre as sequéncias, ha 20 posicdes diferentes entre elas.

O intron 4 de TOX1 e TOX2 tem 523 pb e 521 pb, respectivamente. Além
disso, sdo encontradas 24 posicdes diferentes entre elas.

O intron 5 de TOX1 e TOX2 tem 546 pb, ambos com a mesma sequéncia de
bases.

O intron 6 de TOX1 e TOX2 tem 645 pb e 644 pb, respectivamente. Foram
encontradas 7 posicdes alteradas, inclusive um microsatélite com a repeticdo
(TTA)17 € um sitio EcoRI (GAATTC).

O intron v da TOX1 e TOX2 tem 1718 e 1702 pb, respectivamente. Foam
encontradas 105 posi¢cdes alteradas entre elas.

O Intron x de TOX1 e TOX2 tem 949 pb e 720 pb, respectivamente. Neste
intron encontra-se a maior diferenca em relacdo ao tamanho das sequéncias, e 6
posi¢cdes diferentes na sequéncia consenso.

O intron w tem 1021 pb e intron y tem 1835 pb em ambas as toxinas.

O intron z de TOX1 e TOX2 tem 579 pb, com 5 posicOes diferentes na

sequéncia consenso (Quadro 12).

Quadro 12 - AlteracBes encontradas nos introns. Foram identificadas um total de 251
posicdes alteradas na comparacdo entre TOX1 e TOX2.

Intron 1 2 3 4 5 6 % X w Y z

TOX1 1438 | 974 624 523 546 645 | 1718 | 949 | 1021 | 1835 | 579

TOX2 1438 850 614 521 546 644 | 1702 | 720 | 1021 | 1835 | 388

TOX1/TOX2 21 63 20 24 - 7 105 6 - - 5
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7 CONCLUSAO

Os dados deste trabalho séo indicativos da existéncia de no minimo dois
genes diferentes oriundos de duplicacdo génica que codificam as toxinas jararagina
e bothropasina. Ainda ndo foi possivel relacionar diretamente qual deles codifica
qual toxina devido a presenca de mutacBes nao-sinbnimas. Devido a isto, foram
nomeadas provisoriamente como TOX1 e TOX2, até a obtencdo das sequéncias
definitivas.

Devido ao fato dos cDNAs de jararagina e bothropasina terem sido obtidos a
partir de pool de espécimens, ndo esta descartada a hipétese de polimorfismo
populacional, ndo identificado nas sequéncias dos clones de cDNA previamente
publicados. O sequenciamento do genoma de Bothrops jararaca devera esclarecer
devidamente o numero real de genes codificadores de metaloproteinases nessa
espécie de Ofidio. A semelhanca de sequéncia entre diferentes metaloproteinases ja

sugere que elas séo formadas por modulos relativamente conservados.
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APENDICE - Reagentes

Ampicilina
estoque: 50ug/ul
uso: 50ug/mi

Azul de Bromofenol

Xilenocianol 0,25 % - 0,0125 g (azul claro)

Azul de Bromofenol 0,25 % - 0,0250 g (azul escuro)
Glicerol 50 % - 2,5 ml

EDTA 10 mM - 100 pl do EDTAOQ,5M

Completar com 5,0 ml de 4gua bidestilada. Armazenar na geladeira.

Brometo de Etideo

1 g de brometo de etideo para 100 ml de agua.
Dissolver com peixinho. Usar luvas, mascara e forrar a balanga. Armazenar em
frasco ambar, na geladeira 4° C. (MANIATIS, pag B11).

CaCl, 50 mM
PM: 7,351

Pesar 0,7351 g e dissolver em 100 ml de agua Milli-Q. Armazenar na geladeira.

EDTA 2 M

pH 8,0

EDTA - 14,88¢

Dissolver em 150 ml de agua bidestilada, acertar o pH com NaOH e completar o

volume para 200 ml com 4gua bidestilada. Armazenar a 4° C.

EDTA 50 mM
pH 8,0
EDTA — 3,72 g Nasz(ClongNzog)Hzo (PM 372,24 g/L)

Dissolver em 150 ml de agua bidestilada, acertar o pH com NaOH e completar o

volume para 200 ml de agua bidestilada. Armazenar a 4° C.



119

LB

Bacto triptona— 10 g

Extrato de levedura (bacto yeast extrate) - 5 g
NaCl-5¢

NaOH - 1 pastilha

Volume final: 1 litro de agua bidestilada. Autoclavar 20 minutos, pH 7,5.

Lisozima
Solucéo estoque: 50 mg/ml
Solucgao utilizada na miniprep: 10 mg/ml

20 pl (solucao 50 mg/ml) + 80 pl de agua milli-Q = 100 pl (10 mg/ml).

Placas de Agar

15 g de Agar para 1 litro de LB

Autoclavar 20 minutos. Esperar esfriar para colocar a ampicilina (somente nas
placas onde serdo semeados os plasmideos recombinantes). Colocar em cada placa
25 ml.

Ampicilina 50 pug / ml.

Save Money
Tris 200 mM pH 9

MgCl, 5 mM

STAB

Difco nutrient broth* — 10 g
NaCl — 5¢g

Difcoagar — 69

O Difco nutrient broth pode ser substituido por:

Bacto beef (yeast) extract — 3 g

Bacto peptona — 5¢g

Volume final: 1 litro de agua bidestilada. Autoclavar 20 minutos. Colocar 5 ml em

cada tubo (estes também s&o autoclavados).
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TE

TrisHCI — 10mM (250 pL de Tris HCI 2M)
EDTA — 1mM (100 pL de EDTA 0,5 M)
Volume final — 50 ml (utilizar agua Milli-Q)

TEB 1Xx

Tris0,9M - 109¢
EDTA0,02M — 40 mla 0,5 M
Ac. Bérico — 55¢g

Pesar separadamente, colocar em um Becker grande 800 ml de agua bidestilada,

deixar agitando com um peixinho. Completar para 1 litro.

TEST (miniprep)

Triton x 2,5 % (25 mL)

Sucrose 4 % (4 )

Tris HCI 25 mM, pH 8,0 (1,25 mL de Tris HCI 2M)
EDTA 25 mM (5,0 mL de EDTA 0,5 M)
Completar com 100 ml de agua Milli-Q.
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ANEXO A — Alinhamento dos cDNAs da Jararagina e Bothropasina

Alinhamento dos cDNAs da jararagina e bothropasina usando o programa Clustal W
Sequéncia 1: Jararagina (J) 2118 pb (X68251)

Sequéncia 2: Bothropasina (B) 2333 pb (AFO56025)

As linhas verticais indicam a localizacdo dos introns ja identificados. Os dominios
estdo representados por diferentes cores: cinza (peptideo sinal), amarelo (pro-
dominio), verde (dominio catalitico), azul (dominio desintegrina), rosa (dominio rico
em cisteina) e vermelho (regido 3' UTR). Os primers utilizados (negrito) est&o
indicados por setas (direto e reverso). As regibes sem cor na regidao do dominio

catalitico e rico em cisteina estdo em fase de sequenciamento

Pbd -

J ____________________________________________________________

B GGCACGAGAGAACTCAGATTGGCTTGAAGGAAGGAAGAGATTGCCTGACTTCCAGCCAAA 60
Exon 1

J ____________________________________________________________

B TCCAGCCTCCAAAATGATTGAAGTTCTCTTGGTGACTATATGCTTAGCAGCTTTTCCTTA 120

B TCAAGGEAGCTCTATAATCCTGGAATCTGGGAACGTGAATGATTATGAAGTAGTGTATCC 180

Pad - Exon 3
- ——======= GCAACGAGGCCCAAAGGAGCAGTTCAGCCAAAGITATGAAGACGCCATGCA 50
B ACGAAAAGTCACTGCATTGCCCAAAGGAGCAGTTCAGCCAAAGIATGAAGACGCCATGCA 240
* * R A b b b A b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i b b b i b b b ¢
~ Pair

J ATATGAATTTAAAGTGAATGGAGAGCCAGTGGTCCTTCACCTGGAAAAAAATAAAGGACT 110
B ATATGAATTTAAAGTTAATGGAGAGCCAGTGGTCCTTCACCTGGAAAAAAATAAAGGACT 300

Ak khhkkhkhhkkhhkhkhhkhhk *hhhkkhhhkhhkkhhhkhhhkhhkkhk kb hkhhhkhkhkkhhkdxkhkhkhkhkrkkhhkkxkhhkKh*x*

Paid -

J TTTTTCAAAAGATTACAGCGAGATTCATTATTCCCCTGATGGCAGAGAAATTACAACATA 170
B TTTTTCAAAAGATTACAGCGAGACTCATTATTCCCCTGATGGCAGAGAAATTACAACATA 360

R b b b b b b b b b b b b b I b b b b d b S S I b b i b ab b b d b b b b e b b b b b b b ab b b I b b b b S b b b b b4

Pld - ~ Par

J CCCCCCGGTTGAGGATCACTGTTATTATCATGGACGCATCGAGAATGATGCTGACTCAAC 230
B CCCTGCGGTTGAGGATCACTGCTATTATCATGGACGCATCGAGAATGATGCTGACTCAAC 420

* x k% AKAKA A A A A A A A A AAKAAKN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AN AKX KX XK

Exon 4
J TGCAAGCATCAGTGCATGCAACGGTTTGAAAGGATATTTCAAGCTTCAAAGGGAGACGTA 290
B TGCAAGCATCAGTGCATGCAACGGTTTGAAAGGACATTTCAAGCTTCAAAGGGAGACATA 480

KA hA A A A AR AR hA A A A Ak A Ak A h Ak hdA K Ak khdx Ak hkhk Ak dhrkhrhkkhrohkrkhdx*x *%

J CTTTATTGAACCCTTGAAGCTTCCCGACAGTGAAGCCCATGCAGTCTTCAAATATGAAAA 350

B CTTTATTGAACCCTTGAAGCTTTCCAACAGTGAAGCCCATGCAGTCTTCAAATATGAAAA 540
kkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkk *k Kkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkxkx
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POd -
J TGTAGAAAAGGAGGATGAGGCCCCCAAAATGTGTGGGGTAACCCAGAATTGGAAATCATA 410
B TGTAGAAAAGGAGGATGAGGCCCCAAAAATGTGTGGGGTAACCCAGAATTGGAAATCATA 600

LR IR I R b i dh b dh S b dh b 2 dh b 2 Sh b db b b 2R b I dh b b dh b dh I 2 dh b SR Sh b dh b 2h b db b 2 dh b b db b db Sh I 2h b 3

~ Plr EXON 5
J TGAACCCATCAAAAAGGCCTCTCAGTTAGCTTTTACTGC 470
B TGAACCCATCAAAAAGGCCTCTCAGTTAGTTGTTACTGC 660
Ak hkkhkhkhkkhhkkhkkhhkkhkhhkkhkhkhhhkkhhhkhkhkhhhkhdx * F,hkhkhhdhhhhhrkhhkhrhkh*x *hxk*x **x*k%
EXON 6
530
720
*khk kkhk kkkhkkhk kAhkkhkhk hhkkhkhkhkkhhhkAhkhkhkhAhkhk Kk khkhkkhkkKhkhkkx Ak hkkhkkhkkhkkkhkhkhkkkhk*k*x*
~ POr POdr - EXON 7
590
780
R b b b b b I b I I b b I b I b b b b i I b b b b b b b b b I b b b b b b b I b b b b a2 b I b I b b b b b b e
~ P2r
J 650
B 840
AhhkkhhkhkAhhkkhkhkhkkhhhkkhhkhkhdx *hkkhhhhhkkhkhhhhkhhhkkhhrhhkhkhhhkkhhrhhkhkhrhkhkrxkhhkxk*x*k
P4d -
J 710
B 900

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR Ak k%%

CTTCAA 770
CTTCAA 960

R IR I R b i dh b b b b Sh b 2 S b S Sb b 2 S b SR b I 2h b I Sh b S Sh b 2 Sh b SR Sh b dh b b 2h b b dh b b Sh b dh Sb b dh Sh b 2h b 3

W

J TGGACCAACTATAGGATATGCTTACATAGGCAGCATGTGCCACCCGAAGCGTTCTGTAGG 830
B TGGACCAACTATAGGATATGCTTACATAGGCAGCATGTGCCACCCGAAGCGTTCTGTAGC 1020
R b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i b b b b I b b b b e b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g
— Pir
J AATTGTTCAGGATTATAGCCCAATAAATCTTGTGGTTGCTGTTATAATGGCCCATGAGAT 890
B AATTGTTGAGGATTATAGCCCAATAAATCTTGTGGTTGCTGTTATAATGGCCCATGAGAT 1080

KAKXAKAA A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A %K

Exon V P11d -

J GGGTCATAATTTGG 950

B GGGTCATAATCTGG 1140
hAhkhkkhkhkhkkhkhkhk )hkhAkhkhAhkhkhkhkhhAhkhhhkkhkhrhkhhkh *k *khhkhkkhkhAhkhhrrkhkrhkkhkrkhkhrhkkrxkhx*%
Exon X ~ Pllr P9d -

1010

1200

R IR I b b S b e S b S I b b L I b b b b b b SR b S Sh b b S b 2h b b b dh b 2 Sh b b Sb I 2b dh b Sb S i 2b b b 4

J 1070

: 1260
R i e b b I b a2 b i b b b b a2 b i b b b b 4 * kkhkkhkkhk hhkkhkkhkkhkhkkhk KkAhkkhkAhkhkhhkkhkrkhkhkk K
P6d —

3 1130

5 1320

ER i b b b b b b b S b b b b I SR b b b b b b b b b b b S b b b b b b b S b b I I I b S b b S b b b S b S 4
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~ POr Exon W
J TGACTGTGGAACTCCTG TTGTCAAAATGAGTGCTGCGATGCTGCAACGTGTAAACT 1190
B TGACTGTGGCACTCCTG TTGTCAAAATGAGTGCTGCGATGCTGCAACGTGTAAACT 1380
R b b b b b b Y b b b b b I b b b L b e I b b b b b b b b b I b b b e b b i b b b b db b b b b b b b b b b b b b 4
~ Por P7d - Exon Y

J GAAATCAGGGTCACAGTGTGGACATGGAGACTGTTGTGAGCAATGCAAATTAGCAAATC 1250
B GAAATCAGGGTCACAGTGTGGACATGGAGACTGTTGTGAGCAATGCAAATTTAGCAAATC 1440

R b b b b b b b b b d b b I b I b b b b (ab 2 b S b b b b a4 b I b b b b e b b d b b b b ab b b d b b b b S b b d b b 4

~ PTr Pl2d -

J AGGAACAGAATGCCGGGCATCAATGAGTGAATGTGACCCGGCTGAACACTGCACTGGCCA 1310
B AGGAACAGAATGCCGGGCATCAATGAGTGAATGTGACCCGGCTGAACACTGCACTGGCCA 1500

Bt b b b b b b b b b b b b b d b b b b db b b b d b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b db b b b b b b b b b i 4

~ Pl2r

J ATCTTCTGAGTGTCCTGCAGATGTCTTCCATAAGAATGGACAACCATGCCTAGATAACTA 1370
B ATCCTCTGAGTGTCCTGCAGATGTCTTCCATAAGAATGGACAACCATGCCTAGATAACTA 1560

R S b b b b b b b b b b b b b b b b b S b b b b b I I S b b i b S b S b S i b b i b S i i S i i i S 4

P10d -

J CGGTTACTGCTACAATGGGAATTGCCC 1430
B CGGTTACTGCTACAATGGGAATTGCCC 1620

KA KA AR A AR AR A A A A AR A AR A AR A AR A A KA A AR A AR A AR A AN A AN AR A A A AR A AR AR,k K

Exon H
1490
1680

RR i b b e b b b b b b b b b b I SR b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b S b b b b b S 3

P8d — ~ P10r

J TGTAAAATG 1550
B TGTAAAATG 1740
Kk K ok k k ok &k ok &k ok ok Kk ok ok ko ok k ok sk k ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok Kk ok Kk ok ok ok ok kK ok Kk ok Kk ok ok k kK ok ok

Exon 7Z P8id -

J TGGCAGGTTATACT 1610
B TGGCAGGTTATACT 1800
Kk Kk Kk ok ok ok k ok ko ko k ok k ok ko k ok ko k ok k ok ko ko ko ko ko kR kR kR k ok k ok kR kR kR ok ok ok ok

P5d - ~ P8r

J 1670
B 1860
Bt e b b b b b b b b b b b b d b b b b b b b b db b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b a4
Exon K

1730
1920

Rk e b b b b b b b b b b b b b b b b b b I S b b b b b b b b b b b b S b b b b b b b S S S b S b b S S g 4

~ Pb5r

J 1790
B 1980
KA KKK KKK A KA A A Ak ok ko kokkkkkkkkhkkkk kAKX KKK A KL KKK K&K & A&k & ok ke ok kK

P3d -

J 1850
B 2040

KA AR A AR A AR A A AR AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A AR A A A A AR AR A A A A A AKXk K

J 1902
B 2100

RR b b b b b b b b b b b b b b S S Rk b b b b b b b b b b b b b b b I SRR I I b b b b S b 4

J 1961
B 2160

Kk kA A Ak A AR A A A A A h A A h A A h A hhkhhk A hhhhhkhhkdhrkhhhkh *hhrkhrhkkhhrhkhrhkxkhx*
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2021
2219
khhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhhkhhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkh *kxkx%
2081
2276
khkhkhkhk hhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkkhkhkhkhhhkhkhkhkd * *k Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx *k%k
~ P3r
2218
2333

ER i b b b b b b b b P SR I b b b b b b b b b b b b b IE SRR b b b b b b b 4
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ANEXO B —= Alinhamento TOX1 e TOX?2

Alinhamento da TOX1 (S) e TOX2 (I) com as sequéncias de nucleotideos (cDNA) da
jararagina e bothropasina. Todos os primers utilizados estdo indicados (negrito). Os
exons e introns delimitados estao representados em letras mailsculas e minusculas,
respectivamente. As posi¢cdes de nucleotideos de identidade entre as sequéncias
sao indicadas por asteriscos. Os trechos da sequéncia em verde e rosa indicam as
regibes ainda em fase de sequenciamento. A sequéncia de aminoacidos (maiusculo
e italico) refere-se a bothropasina e jararagina. Os motivo cysteine switch e ECD

estdo indicados em cinza e vermelho, respectivamente. Os diferentes dominios

protéicos estdo separados por uma linha vertical.

H W»n O W H W0n o W H W W

n

5’ UTR
GCACGAGAGA

Pbd -
ACTCAGATTG

GCTTGAAGGA

GCACGAGAGA

ACTCAGATTG

GCTTGAAGGA

GCACGAGAGA

ACTCAGATTG

GCTTGAAGGA

kkhkkkkKk kK kK

CCAGCCTCCA

CCAGCCTCCA
CCAGCCTCCA

*khkkkkhkkkhkkk*k

CAAGG
0 G
CAAGGtaaga

CAAGGtaaga
kkhkKkkhkkKk KKk *k

acccaacaga

acccaacaga
kAkkkhkkAkk kKX *k

aaatttgctc
aaatttgctc

R i i b 4

tgttctaaat

tgttctaaat
kkhkkkhkk Kk kK Kk *k

agatcctaag

agatcctaag
kAhkkkhkkk kK Kh*k

acatttttca
acatttttca

*khkkhkkkhkkkhkk k%K

kAhkKkk kK kK kK

kkhkkkhkkKk kK kK

Peptideo Sinal

AAATGATTGA
I E
TGATTGA

TGATTGA

*kkkk kK

AR
AA

* *

Intron 1

tgttctcttt

tgttctcttt
kAhkKkkkkkk kK

ttgctatgtt
ttgctacgtt

kAhkKkKkkKk KKk *k

catttcagtt
catttcagtt

KAkKXKKKK KKK

tgacataaat

tgacataaat
kAhkKkKhkk Kk kK kK

aaaaaaagtc

aaaaaaagtc
kA KkKhk Ak kK Kk K

gtgatgtgag
gtgatgtgag

XKk Ak kKKK kKK

AGTTCTCTTG
vV L L
AGTTCTCTTG
AGTTCTCTTG

*khkkkkkkhkkk*k

ggttctcttg
ggttttcttg

kkKkk kkhkk kK

gatgggttgt
gatgggtttt

KAk kkAkKhkkKk K

tctacagatt
tctacagatt

R i i 4

ggtttcttgg
ggttccttgg

kkhkkk kkhkkKk*k

ctaagatctt

ctaagatctt
kAhkkkhkkKh kK Kx*k

ttttaaaaaa

ttttaaaaaa
* kkk kK Kkk k%

AGGAAGAGAT
AGGAAGAGAT

AGGAAGAGAT
* Kk kK Kk kK ok kK

Exon 1

GTGACTATAT
v T I ¢C
GTGACTATAT
GTGACTATAT

KAk AkKkKk KKKk KK

ttcagattct

ttcagattct
kK Kk Ak Kk Kk kK

gttttgggat
gttttgggtt

kAhkKkKk AKXk K

tagcaataga

tagcaataga
*khkkkkkk k) %k

tattttctta

tattttctta
* Kk Kk kkkkk kK

cagaagaaaa

cagaagaaaa
* ok ok ok ok kkkk ok

ggtttagagg
ggtttagagg

XKk Ak Kk kKKK kK

TGCCTGTCTT
TGCCTGTCTT
TGCCTGTCTT

kkhkkkhkkKhk kK Kh*k

GCTTAGCAGC
L A A
GCTTAGCAGC
GCTTAGCAGC

*khkkkkhkkkk K%k

tactgctaaa

tactgcaaaa
kkhkKkkkk ki Kk

ttatttttga

ttatttttga
kAkkk Ak kK Kx Kk

atggtctcaa
atggtctcaa

LR i i i 4

aattttgtca
aattttgtca
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

Pbd
gcatgttaaa

CCAGCCAAAT
CCAGCCAAAT

CCAGCCAAAT
* Kk kK Kk kK ok kK

TTTTCCTTAT
F P Y
TTTTCCTTAT
TTTTCCTTAT

KAk KAKAkK KKKk KK

agactattgc

agactattgc
kkhkkKk Ak KKk Kk kK

caattaacca

caattaacca
* Kk kkkkk Kk kK

gggtcacatt
gggtcacatt

KAk KXKAKKK KKK

agccatgagc

agccatgagc
kAhkKkkk Kk kKk*k

—

gtgggagaga

gcatgttaaa

gtgggagaga

kA KkkhkkKhk kK Kx*k

actgaagagg
actgaagagg

*khkkhkkkhkkkhkkkh*k

kA KkKk Ak KKk KKK

acagagagac

acagagagac
* Kk kkkkk Kk kK



agagtttgtg
agagtttgtg

kkhkkkhkk Kk kK kK

tttggtttta
tttggtttta

kkhkkkhkkk kK kK

attcagccaa

attcagccaa
*khkkkkhkkkkhkx*k

aatatgacat

aatatgacat
*kkkhkkkhKhkk Kk k%)

tgtttgattc
tgtttgattc

kkhkkkhkkKk kK kK

aacttgcttg
aacttgcttg

kAkkkk Ak kKX *k

aatgggtagg
aatgggtagg

R i i i 4

cagtctgaga

cagtctgaga
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ctctgtctca

ctctgtctca
kAkkkhkkAkk kKX *k

tgatacttga
tgatacttga

LR i i 4

cttccattaa

cttccattaa
* Kk kK kkkk kK

gcagtgtcag
gcagtgtcag

kAkkkhkkAkk kKX *k

aatgtccata

aatgtccata
*khkkkkhkKkkKhKx*k

acattattta
atattattta

Ak kkkkkhk kK

gcaagaaaat

gcaagaaaat
kK kkkkk kK

attttctttc

attttctttc
* Kk Kk k ok kkk kK

acaaaagcta

acaaaagcta
*khkkkkkk Kk k%K

taacttttct
taacttttct

KAKKXKKKK KKK

aattgattca

aattgattca
kAhkKkk kK kK kK

ctagtaggtg
ctagtaggtg

kA AkKk ARk KKKk K

tacataaata

tacataaata
* )k kkkkkkk*k

aaacacattt

aaacacattt
* Kk Kk kkkkk kK

attcctatag

attcctatag
kA AkKk ARk KKk K

gtttattctt
gtttattctt

KAKKXKAKKKK KKK

tctgctaaca

tctgctaaca
kkhkKkkkkkhk kK

gctgccattt

actgccattt
kAkKkkhkkKk kKK

tggggaccag
tggggaccaa

Xk Kk Kk kkkkk

catgttctta
catgttctta

kkhkKkkhkk Kk kK kK

ttcagaaagc

ttcagaaagc
kkhkkkhkk Kk kK kK

aataggtcaa

aataggtcaa
kkhkkkhkkKk kK kK

ttgctattgce
ttgctattgce

*hkkkkkkhkkk*k

caatgcaaga

caatgcaaga
R i i i 4

gaagttgcca

gaagttgcca
kkhkkkhkkKhk kK k%K

gagttgaacc
gagttgaacc

kAkkk Ak kK k%K

gatgtgagga
gatgtgagga

LR i i i 4

ccagggccca

ccagggccca
*hkhkkkkkkkk

gtgttgggct
gtgttgggct

kAkkkhkAkk kKX *k

ttgtttccac
ttgtttccac

R i i b 4

aatcttggtc

aatcttggtc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

tcacaaaata

tcacaaaata
*khkkkhkKkkKhKx*k

ctccaaattg

ctccaaattg
*khkkkkhkKkkKhKx*k

ggtgttccgg
gatgctccag

kkhkkkkkkk K

aaacaaaatg

aaacaaaatg
* ok k ok k ok ok ok ok k

ttagccatcc

ttagccatcc
kAhkKkk kK kK kK

tacagagaat

tacagagaat
*khkkkkkkk*k*k

ttttgaatta
ctttgaatta

KAKKXKKKK KKK

aacacaacta

aacacaacta
* Kk Kk k ok kkk kK

cctcccatga

cctcccatga
XKk Ak kK Kk Kk kKK

agatgtattc
agatgtattc

KAKKXKAKKK KKK

acgctagttt

acgctagttt
kK kkkkk kK

agcagtttct

agcagtttct
kA KkKk ARk kKK

ttgcaactat
ttgcaactat

KAk KXKAKKKK KKK

ttaaagaaaa

ttaaagaaaa
kkhkkkhkk Kk kK kK

tgtaattaaa

tgtaattaaa
kkhkkkhkkKk kK kK

cttcaaacta

cttcaaacta
* kkk kX Kk Kk k%

tcttaaatta
tcttaaatta

Xk kkkkkk kK

agggttagag
agggttagag

kkhkkkhkkKk kK Kx*k

ttctgggagce
ttctgggagce

kA kk Ak kKX *k

ttctgtctcg
ttctgtctcg

LR i i i 4

ctctctttct

ctctctttct
* Kk k) kkkk k%K

ttccecgtacce

ttccecgtacce
kAhkkkhkAkk kK k%K

aagcacaacc

aagcacaacc
* Kk Kk Kk ko ok ok ok ok

«— Pbr

tcagttgtga

ttgtacgtcc

tcagttgtga

ttgtacgtcce

kAhkKkKk Ak Kk Kk kK

agttaaggaa

agctaaggaa
Xk KAk KkKkKk K

ttcagctatt
ttcagctatt

XKk Ak Kk kKKK kK

tgataattat
tgataattat

kkhkKkkhkk Kk kK kK

kkhkkkhkkKhk kK Kx*k

caaatatcag

caaatatcag
kAhkkkkhkk kK Kx Kk

agtcaaattc

agtcaaattc
*khkkkkhkkkKhKx*k

gatgttgtgg
gatgccgtgg

* Kk kK * Kk kK

126

ataaagtgtt
ataaagtgtt

kK kkkkhk kK

cttacataat

cttacataat
* k Kk kkkk Kk kK

cagtcaagat

cagtcaagat
*khkkkkkk k) %k

tttcttcecct
tttcttccct

KAKKKKKK KKK

acttatagta

acttatagta
kAhkKkk kK kK kK

atcaggtaga
atcaggtaga

kA Ak A Kk Kk Kk kK

ggttgctcat
ggttgctcat

KAKKXKKXKK KKK

cagtctctct

cagtctctct
kAhkKkkkh Kk Kk kK

ctgtggttat
ctgtggttat

kA KkKk Ak kK Kk K

ttacccctcce

ttacccctcce
* )k kkk Kk kkkk

aagagaacgt
aagagaactt
Kk kKk kK kK kK

gtgaccatcc

gtgaccatcc
kA KAk AKX KKK

tgaaatcact

tgaaatcact
* Kk kkkkk Kk kK

gttgtccata
gttgtccata

kkhkKkkhkk Kk kK kK



wNhRrRrU o w w N - oW

N

N

gattcttttg
gattctttta

kkhkkkhkkKkkhkk

gcagttcagc

gcagttcagc
kkhkkkhkkk kK kK

ctgtgctgtg
ctgtgctgtg

*hkkkkhkkkkk*k

gtgttgtgga
gtgttgtgga

R i i i 4

GAGC

S
tttaggGAGC
tttaggGAGC
tttaggGAGC

ACGAAAAGTC
R K V

ACGAAAAGTC
ACGAAAAGTC

ACGAAAAGTC
KKk kK ok ok ok k ok

ctttcatcaa
ctttcatcaa

ctttcatcaa
* kkk kX Kk kK%

tctaatggtt
tctaatggtt

LR i i 4

taattaaaga

taattaaaaa
*khkKhkkkhkKkkKk *

tggcaattta
tggcaattta

*khkkhkkkhkkkhkk k%K

ggagacaccc

agagacaccc
* Kk ok kk kk ok k

aaaatggaag

aaaatggaag
* ok k ok ok ok ok ok ok k

tgaaaggaat

tgaaaggaat
kAhkKkk kK kK kK

tcccactaga

tcccactaga
* Kk kkkkkk*k*k

tgtgaaaatg
tgtgaaaatg

KAKKXKKKK KKK

Exon 2
TICTATAATCC
g I I L
TICTATAATCC
TICTATAATCC
TICTATAATCC

ACTGCATTGC
T A L P
GCAACGAGGC
A T R

ACTGCATTGC
ACTGCATTGC

ACTGCATTGC
*  x * %

caaattatt-
caaatgattt
caaattattt

XKk AkKkKk KKKk K

atctggattt
atctggattt

KAkKXKKKK KKK

ttaattaata

aaattatatg
*  * * *

caaatagaat

caaatagaac
* Kk kkkkk kK

agccgtaccg
aggtgtaccg

* % * kK ok kK

aaaggaaagt

aaaggaaagt
*hkhkkkkkkkk

tactaatcag

tactaatcag
kkhkkkhkkKk kK Kx*k

aaaagattcc

aaacgtttcc
*k*k Kk kKk*k%k

gtagaataac

gtagaatcac
kkkkkhkk Kk k%)

Pré-dominio

PbirD
TGGAATCTGG

cagcaaaact

cagcaaaact
kK kkkkk kK

ctgcacttgce

ctgcacttgce
kAhkKkKhk A KKk KKk K

attcttcact
attcttcact

KAk KAkKkKkKk kKKK

atcccaaagt

atcccaaagt
Ak kkkhkk k) %k

—

GAACGTGAAT

attaggatgg
attaggatgg

kkhk Kk khkk Kk kK Kh*k

attcccagag

attcccagag
kkhkkkhkkKhk kK Kx*k

gatgaaccgg
gat-aaccgg

*k Kk Kk kkk*k

aaaccaaacc

daaaccCaaacc
R i i i 4

GATTATGAAG

E S G
TGGAATCTGG

N V N
GAACGTGAAT

D Y E V
GATTACGAAG

TGGAATCTGG

GAACGTGAAT

GATTACGAAG

TGGAATCTGG

GAACGTGAAT

GATTACGAAG

CCAAAGGAGC
K G A
CCAAAGGAGC

CCAAAGGAGC
CCAAAGGAGC

CCAAAGGAGC
* kK ok ok koK kK x

cttgtcagcc
cttgtcagcc

khkkkkhkkkhkkk*k

tgcattacaa
tgcattgcaa

*hkkkkhkk kK%

ttcctaatat
ttcctaatat

khkkhkkkhkkkhkkk*k

tgaggaggga
tgaggaggga

kkhkkkhkk Kk kK kK

AGTTCAGCCA
v Q P
AGTTCAGCCA

AGTTCAGCCA
AGTTCAGCCA

AGTTCAGCCA
%k Kk kK Kk ok koK Kk

cacagaaatg

cacagaaatg
*khkkkkkkk*k*k

tctatgttcc
tctatgttcc

KKK KKKK KKK

gcccaattca

gcccaattca
kA KkKk ARk kKK

atataggtta
gtataggtta

Kk kkkk Kk kK

tcgagtgggg
tcaagtaggg

kkhkkkkhk Kkhk*k

AAG
K
AAG

AAGgtaagaa
AAGgtaagaa

AAGgtaagaa
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ttgttattcc
ttgttattcc

*khkkkkhkkkhkkk*k

tgcttgaatt
tgcttgaatt

R R i b o b b 3

cacaaaattg

cacaaaactg
KAk kkkKhkk k%K

gtataactcg

gtataactca
* k ok kk Kk kkk

aattagccat
aattagccat

aactagccat
*k  kkkkk kK
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cagtaaaata

cagtaaaata
kK kkkkk kK

aaaaggattt

aaaaggattt
kAhkKkKhk Ak KKk Kk kK

ataacaaatt

ataacaaatt
* )k kkk kX kkk

ttcttttctt
ttcttttctt

KAKKXKKKK KKK

TAGTGTATCC

v Y P
TAGTGTATCC
TAGTGTATCC
TAGTGTATCC

aaagatcttt
aaagatcttt

aaagatcttt
kAhkKkkkh Kk Kk kK

attgctgcca
tttgctgcca

*khkkkkk Kk kK

atttatgtat
atttatgtat

KKK AKKkKK KKK

aggagattcc

aggagattcc
kA kKA KKk kKK

taaagtgttg
taaagtgttg

kKA Kk kKKK kKK

gagtcatttc
gagtcatttc
gagtcatttc

Ak kkkhkkk kK
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atagctgcaa
atagctgcaa

atagctgcaa
*hkhkkkkkkkk

tatctatctg
tatctatatg
tatctatctg

*kkkhkkkkk k%

gaatacagta
gaatacagta

gaatacagta
*kkkhkkkhKhkk Kk k%)

aaagatgt--
aaagatgtgt
aaaggtgtgt

*kkkkkkkh*k

tgagattcaa
tgagattcaa
tgagattcaa

*hkkkkk Kk kKK

ctcattcacc
ctcattcacc

ctcattcacc
* Kk kK kkkk kK

attttaagat
attttaagat
ataagatctt

ctatggcaaa

acaacttagt

Exon 3
ATGAAGACGC
E D A
ATGAAGACGC

ATGAAGACGC

R i b b b 3

cagatccagg
cagatccagg

cagatccaga
* ok ok ok ok ok k ok k

ttctgaagag
ttctgaagag
ttctgaagag

XKk Ak kK kK kKK

aatgatttaa
aagtgtttaa

aagtacttaa
* K * Kk k%

ttctagggga
ttctagggga

gtctatcgct

* Kk Kk Kk

aagatgttca
gagatgttca

aagatgttca
kkhkkkkKkkhk*k

cttacagttc
cgtacagttc
acagttgaca

ttattcatta

tgcttaattc

CATGCAATAT
M QY
CATGCAATAT

CATGCAATAT

KAk KXKAKKkK KKK

actgacatcc
actgacatcc

actgacatcc
kkhkkkhkkKk kK kK

aaggggagca
aagggaagca

aagggaagca
*kkkk kKhkx%k

tttaaactct
tttaaactct
tttagaatct

*khkkk kkhkkk %k

agatggtata
agatggtata

* k%

ggatgacttt

* Kk k%

attagagaat
attagagaat

attagagaat
kkhk Kk khkk Kk kK kK

gatttaaatt

———aagcact
———aagcacc
tttaagaagt

GAATTTAAAG
E F K V
GAATTTAAAG
Y
GAATTTAAGG
\Y

R b o b b 4

tcccccecacte
tcccccactt

tcccccacte
Kk ok ok ok ok ok Kk

gtctataggg
gtctataggg
gtctataggg

XKk Ak kK Kk Kk kKK

gcatgtctac
gcatctctac
gcatgtctac

KAKKXKAKKK KKK

gtggttacaa
atggttacaa
gaggttacaa

*kk kK kKK

tgagtcagtc
tgagtcagtt
tgagtcagtc

IR IR IR b b b b b 4

gaaatcttga
gaaatcttga

gagatcttga
Kk kAhkkkkKk*k

gatacatgtg

—-—agcctgaa
—-—agcctgaa
aaagtctgaa

TTAATGGAGA

caggaaattc
caggaaattc

caggaaattc
Kk Kk kkk kK Kx Kk

agattcctgce
agatttctgce
agattcctgce

Kk kkk Kkkhkk*k

atgcatcaat
atgcatcact

ctgcatca—--
* kK kK kK

ctcaagatta
ctcaagatta

cgcaagatta
* kkkKkkKkkx%k

tctctectgtce
tctct-—-gtc
tctct--gtc

* Kk k kK * k%

acttatgaag
acttatgcag

acttatgcag
kkhkkkhkkkk kK

tagagttgtt

ttctttgctt
ctctttgctt
cactttgctt
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cattaaagtt
catgaaagtt

cattaaagtt
kK KAk kkKk*k

attataggca
attataggca
attataggca

XKk k kK Kk Kk kKK

tagaagtata
tagaaatgta

gttctgagaa
gttctgagaa
tttctgagaa

*kkk Kk Kk ok kK

ccagctcaac
ccagctcaac

ccagctcacc
*khkkkkkkk*k*k

gaa--t-gtt
aa---t-gtt
aaagatcgtt

* * kk Kk

aagaggatac

H <K A

ttcagT
ttcagT
ttcagT

« Pair Paid -

GCCAGTGGTC

CTTCACCTGG

N G E
TGAATGGAGA

P Vv Vv
GCCAGTGGTC

L H L E
CTTCACCTGG

TGAATGGAAA

GCCAGTGGTC

CTTCACCTGG

*x KAk KkKkKk KKK

*hkkkkk Kk Kk k%K

KAk KAkKKkKK KKK
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AAAAAAATAA
K K N
AAAAAAATAA
AAAAAAATAA

kkhkkkhkkk kK kK

GAGAAATTAC
E I T
GAGAAATTAC

GAGAAATTAC

GAGAAATTAC

kkhkkkhkkKhk kK Kh*k

ATGATGCTGA

AGGACTTTTT
G L F
AGGACTTTTT

AGGACTTTTT

kAhkKkk kK kK kK

AACATACCCT
T Y P
AACATACCCC

Yy P
AACAAACCCT
L P

AACAAACCCT

L P
*kkok  kok koK

CTCAACTGCA

D A D
ATGATGCTGA

S T A
CTCAACTGCA

ATGATGCTGA

A
CTCAACTGCA

ATGATGCTGA

CTCAACTGTA

R i i i 4

aatcttttat

aatcttttat
* Kk k) kkkk k%K

agaataccaa

tgaataccaa
kAhkKkKk kK Kk kK

gagggacatc
gagggacgtc

*hkkkkhkkk k%

cttccaagcc

cttccaagcc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

aggtttcaaa

aggtttcaaa
kAkkkhkkAkk kKX *k

actgtacaaa

-—-—-—-tacaaa
* Kk k Kk k%

tagctgtatc
tagctgtatc

kkhkkkhkk Kk kK kK

\%

XKAkXKKAKKKK K Kk

ttattttatt

ttattttatt
* kK kK Kk ok koK Kk

gaagagctcc
gaagagctgc

kAhkKkkAkKKkk K

agtttttcaa
agtttttcaa

KAKKXKAKKKK KKK

cctgtctcect

cctgtctcct
kAhkKkkkkkhk kK

ttgcatacct

ttgcatacct
kA KkKk Ak kK Kk K

tatttcatgg
tatttcatgg

XKk AkKk kKK kKK

attgagaagt
tttgagaggt

kkhkkkhkkk k%

TCAAAAGATT
S K D Y
TCAAAAGATT
K
TCAGAAGATT

E
*kk Kok okkokok

GCGGTTGAGG
A V E D
CCGGTTGAGG
P
CTGGTTGAGG
L

CTGGTTGAGG

L
* Kk kK ok ok K

AGCATCAGTG
S I S A
AGCATCAGTG

AGCATCAGTG
AGCATCAGTG

LR i i i 4

aagaataata

aagaataata
kkhkkkhkk Kk kK KxKk

tgccagtcac

tgccagtcac
kAhkkkkk kK Kh Kk

gacttctgca
gacttctgca

R i i b 4

ttacatatag

ttacatatag
kkhkkkhkk Kk kK Kx*k

tgctagaaag

tgctagaaag
kA k Kk Ak Kk kK Kx Kk

ttgcactgag
ctgcattgag

kKK KKk KK

atgagaaagc
atgagaaagt

kkkkkKkkhkk

ACAGCGAGAC
S E T
ACAGCGAGAT
I
ACAGCGAGAT

I
Kk ok ok Kk ok Kk

ATCACTGCTA
H C Y
ATCACTGTTA
c
ATCACTGCTA
C

ATCACTGCTA
C

kAhkKkk kK kK kK

CATGCAACGG
cC N G
CATGCAACGG

CATGCAACGG
CATGCAATGG
N

XKAkKXKKKKX kK

cactggtctt

cactggtctt
kK Kk kK Khk kK

tagagacaat

tagagacaat
kA AkKk Ak KKk kKK

gaattaagaa

gaattaagaa
*khkkkkkk k) %k

gaattgatgc
gaggtgatgc

* % * kK kKK

gtattccatg

gtattccatg
kA Akk Ak KKk kKK

cgtgtgcaat
tgtgtgcaat

*khkkk Kk Kk Kk kK

gatatgagtg
gatatgagtg

*kkhkkkkhkkkk kK

TCATTATTCC
H Y S
TCATTATTCC

TCATTATTCC

kkhk Kk kkKhk kK Kx*k

TTATCATGGA
Y H G
TTATCATGGA

TTATCATGGA

TTATCATGGA

kkhkkkhkkk kK Kx*k

TTTGAA
L K
TTTGAA

TTTGAAgtaa
TTTGAAgtaa

Xk kkkkk Kk kK

ggagttgtca
ggagttgtca

kkhkkkhkk Kk kK Kx*k

aggaagctaa

aggaagctaa
kAkKk Kk Ak hkKkkKx Kk

agactttgat
agactttgat

R i i 4

tacaggtaga

tacaggtaga
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

caaaagtatc

caaaagtatc
kAhkkkkk kK Kh Kk

ctcttatatc
ctcttatatc

*kkkkkkkk*k

ctgaggaaag
ctgaggaaag

kkhkkkk Kk kK kK
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CCTGATGGCA
P D G R
CCTGATGGCA

G
CCTGATGACA

D
kkhkKkkkhKkKk K%k
Pld - « Par
CGCATCGAGA
R I E N
CGCATCGAGA
R
CACATCGAGA
H

CACATCGAGA

H
Kk kokkk ok ok ok ok

Intron 3

gatagtttct
gatagtttct

KAKKXKKKKK KKK

cagataaaat

cagataaaat
kAhkkKhkkhkKkkk kK

atcagatctg

ataagatctg
Kk KAk KkKkKk*K

tctaaaggag
tctaa—-ggag

XKk KkKkKk KKKk K

gaagataaat

gaagataaat
Kk kKk kK kK kK

taaaatgaat

taaaa-———-
* Kk Kk k%

tttctgatca
tttctgttca

*kKkkKkKkKk KKK

aaaataaaaa

aaaataaaaa
* k kkkkkk kK
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tgtcagtgag
tgtcagtgag

kkhkkkhkk Kk kK kK

aatgggtete

tgttaagaag
tgttaagaag
* ok k ok k ok ok ok ok k
— Plrr
agagctgagt

gaatttaaaa
ggattgaaaa

* kkkk kK kK

ttcattccca

aataggtete

agagctgagt

ttcattccca

kkhkkkhkkk kK kK

ctgacctaac

ctgacctaac
*khkkkkhkkkkhkx*k

tgttttacga

tgttttacag

kkhkkkk Kk kK

TTTCCAACAG
S N S
TTCCCGACAG

P D
TTCCCGACAG

P D
TTCCCGACAG

P D
*x kx kkkok

kAhkKkk kK kK kK

aatattctct
aatattctct

XKk AkKkK kKKK K

AGGACATTTC
G H F
AGGATATTTC
Y
AGGACATTTC
H
AGGACATTTC
H

kK Kk Kk kKk K

TGAAGCCCAT
E A H
TGAAGCCCAT
TGAAGCCCAT

TGAAGCCCAT

kAhkKkkkhkkhk kK

Cysteine switch

kkhkkkhkkKk kK k%K

tctgttgcett
tctgttgcett

*hkkkkkkhkkk*k

acacagggaa

acacagggaa
* ok k k ok ok ok kK k

actagctaac

actagctaac
kAhkKkKhkk KKk Kk kK

ctccatctct

ctccatctct
* )k kkk Kk kkkk

Exon 4

AAGCTTCAAA
K L O R
AAGCTTCAAA
AAGCTTCAAA
AAGCTTCAAA

kAkkkk Ak kKA k%K

GCAGTCTTCA
AV F K
GCAGTCTTCA
GCAGTCTTCA

GCAGTCTTCA

Ak Kk kK Kk kK kK

GGGAGACATA
E T Y
GGGAGACGTA
T
GGGAGACGTA
T
GGGAGACGTA
T

XKk AkkkkKk kK

AATATGAAAA
Y E N
AATATGAAAA
AATATGAAAA

AATATGAAAA

kK kkkkk kK

ECCCCAAAAT GTGTGGGGTA ACCCAGAATT GGAAATCATA
ENCINCNCIVENENE ¢ v K S v
ECCCCAAAAT GTGTGGGGTA ACCCAGAATT GGAAATCATA
ECCCCAAAAT GTGTGGGGTA ACCCAGAATT GGAAATCATA
ECCCCAAAAT GTGTGGGGTA ACCCAGAATT GGAAATCATA
khkkhkhkkhkhkhkkhkh*k Khkhhkhkhkhkhkhhkh ),hkhkhkhhkhkhkh*k *khkhkkhkkkhkhk*k*%x

Catalitico
EEEAGTTA GTTGTTACTG| CTGAA
QO L v Vv T A E

EIEAGTTA GCTTTTACTG| CTGAA

A F A Intron 4
CTCAGTTA GTITGTTACTG

vV F A
CTCAGTTA GTTCTTACTC

vV L H

kAhkkkkkAkKkkKk K

gattcatata
gattcattta

*hkkkkhkkk K%k

tagataatca
tagatagaat

* Kk Kk k kK

* kK k kK%K

cttgtttcta
cttgtttcta

XKAkKXKkKKkK KKK

—caaaggggg

tcaaaaggga
Kk kk  kkk

aaatataacg

aaatataacg
*khkkkkh k) Kk k%)

acacccceccecceca

ggacccccca
* Kk ok k ok ok ok ok k

taagagagaa

taagagagaa
*khkkkkkk k) %k

tttatatttt
tttctatttt

*kkhkk KAk kkk*k

tgtttacttg
tgttgacttg

kkhkkk kkhkkKk*k

atcatcagtg

atcaccagtg
kkhkkk kkhkkKk*k

gatctaccct

gatc-accct
*kk*k Kk kkx%k

CTTTATTGAA
F I E
CTTTATTGAA
CTTTATTGAA

CTTTATTGAA

kAkkkhk Ak kKX *k
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gttagttaaa
gttagttaaa

kK kkhkkk kK

caggtgatct

caggttatct
kkhkKkkk Kk k*k

tttccactat

tttccac—-at
Ak Kk kkk*x k%

CCCTTGAAGC
P L K L
CCCTTGAAGC
CCCTTGAAGC

CCCTTGAAGC

kA AkKk AKXk kK

POd -

TGTAGAAAAG

GAGGATGAGG

vV E K
TGTAGAAAAG

E D E A
GAGGATGAGG

TGTAGAAAAG

GAGGATGAGG

TGTAGAAAAG

GAGGATGAGG

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

TGAACCCATC

kAhkKkkkh Kk Kk kK

P1
AAAAAGGCCT

«—

E P I
TGAACCCATC

K K A S
AAAAAGGCCT

TGAACCCATC

AAAAAGGCCT

TGAACCCATC

AAAAAGGCCT

*kkkkhkkkhkkk*k

attctttgtg
attctttttt

Rk b b b b S 4

tttattctag
tttattctag

kkhkkkk Kk kK kK

KAk KAKAkK KKKk KK

CTGAAgtaag ctctcatatt aaacctggtt tgagaacagg

CTGAAgtaag ctctcatatt aaacctcgtt tgagaacagg

KAKNKkkAhA Ak, *AhAkkhkAhAkhkhAhk, XAk *k hkkhkhhk *A Ak kk kxkrk*x%

ggggggtaat
ggggggtaat

kKKK Kk KKk KKK

ccatggtata
ctatgggata

* Kk kk Kk *k
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aaagaaataa

aaagaaataa
* ok ok ok ok kkkkk

ttgatcatgce

ttgatcatgce
kkhkkkhkkk kK kK

tcatttcaac

tcatgtcaac
*kk*k Kk kkx%k

gcatccaaag

gcatccaaag
R i i i 4

cctaatacat

cctaatacat
* Kk kK kkkk k%K

tgaaacaaca

tgaaacaaca
*khkkkkkKhKx*k

ttctgtttag

ttctgtttag

kkhkkkhkk Kk kK Kk *k

CCAAGGAATG
O G M
CCAAGGAACC

T
CCAAGGAATG

M
CCAAGGAATG

*hkkkkhkkkk K

aatatttaca

aatatttaca
* Kk kK k ok k ok k%K

tgcttaccat
tgcttaccat

*khkkkkhkkkhkkk*k

gaatcattca

gaatcattca
*khkkkkh k) Kk k%)

tggaaatatg
tgggaatatg

*kkhkk KAk kkk*k

—

aaagttagtt

atgaatagaa
atgaattgaa
Kk khkkkhk  kkhk
pP0dd

tggagatttg

aatacatgtt
aatac-tg-t

kK k) kK K

aatcaaaatg

aaaggtagtt

tggagatttg

aatcaaaatg

kkhkKkk Kk kKk*k

tttctaaatc

ttcctaaatc
**x kkk Kk kK%K

tgagagttcc
tgagagttct

KAk KKk KKK KK

atctagaagt

atctagaagt
kAhkKkk kK kK kK

gtttcaacat
atttcaacat
* k ok Kk Kk kkk Kk
Exon 5
CAACAAAAAT
0 0 K Y
CAACAAAGAT
R
CAACAAAGAT
R

CAACAAAGAT
kkkokkkk Kok

G
v
G

kkhkkkhkkKk kK kK

aatttttaaa
aatttttaaa

*khkkkkkkhkkk*k

ttccttecctt
ttccttcectt

R i i i i 4

tcaaaatctc

tcaaaatctc
* Kk kK k Kk k Kk x %k

tcttgttggce
tcttgttggce

khkkhkkkkkhkkh*k

ATAACCCCTT
N P F
ATGACCCCTA
D Y
ATAACCCCTA
N Y

ATAACCCCTA
*k  kkokkokk

Intron 5

Ggtaagtaac

Ggtaagtaac

XKAkKXKAKKKK KKK

aagttaagag
aagttaagag
kAhkKkkkk kK kK

ctaaatttat
ctaaatttat

XKk KAKkK KKK KK

tgcactcttt
tgcactcttt

KAk AXKAkKKkK KKK

ctggatatct

ctggatatct

R i b i b b o

tcatttgtaa

tcatttgtaa
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ttttatccca
ttttatccca

Kk kkkhkkkhkkk*k

gtttgtccaa
gtttgtccaa

R b o b b 4

kAhkKkk kK kK kK

aataatcaaa

aataatcaaa
* )k kkk Kk k ok kK

ccttcctttt
cctttetttt

kAKX Kk KAk KKK

actttttt-a

—cttttttta
*kkkkkk X

tgctgggagc
tgctgggagc

XKk Ak kK Kk Kk kKK

CAGATACGTT
R Y V
CAAATACATT
K I
CAAATACGTT
K 1%

CAAATACGTT
*k kkkk Kok

ttccattttc

ttccattttc

KKK KKKK KKK

atatactcta

atatactcta
* Kk Kk k ok kkk kK

caccggttaa

caccggttaa
*khkkkkkkKkk*k

attgtacaac

attgtacaac
*khkkkkkk k) %k

ccaggattat
ccaggattat

kkhkkkhkk Kk kK kK

gagttaaatg
gagttaaatg

kkhkkkhkkKk kK kK

ttatcaattt
ttatcaattt

*hkkkkkkkk*k

ggtggcaaaa
ggtggcaaaa

Xk kkkkkk kK

ttaaaatgtt

ttaaaatgtt
kkhkkkkk kK KxKk

aaacagcctt

aaacagccct
*khkkkhkkkKhx*k

GAGCTTTTCA
E L F I
GAGTTTTTCG
F 4
GAGTTTTTCA
F I

GAGTTTTTCA
*xok  kokkkok

tttctgcatt

tttctgcatt

R R i b o b b 3

atttgcacat
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agcgttttct
cgcgttt-ct

k) khkkk k%

aatctccaaa

aatctccaaa
* k Kk kkkk Kk kK

ggatcaattt
ggatcaattt

XKk KAKkKk KK KKK

gatgaaactg
gatgaaactg

KAKKKKKK KKK

aaaattgaca

aaaattgaca
kAhkKkKhk Ak KKk Kk kK

ttctttattg
tgctttattg

XKk kkkkk kKK

TAGTTGTGGA
v Vv D
TAGTTGTGGA

TAGTTGTGGA

TAGTTGTGGA
* kK kK ok ok koK Kk

ggagccaacc

ggacccaacc
* Kk Kk kkkkk*k

~ POrr
ttgttcttce

atttgcacat

ttgttcttce

Ak Kk khkkk kK Kx*k

acagttctgt
acagttctgt

*khkkkkhkkkhkkk*k

acacgaagaa

acacgaagaa
* kkk Kk )k kk k%

kAhkKkkk Kk Kk kK

aggtttcttt
aggtttcttt

KAk AKkK KKK KK

aaagatgtat
aaagatgtat

KAk KXKKkKKkK KKK
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agtgaagaat
agtgaagaat

kkhkkkhkk Kk kK kK

agcatttcag

agcatttcag
kkhkkkhkkk kK kK

tgaaaagtta
tgaaaagtta

*hkkkkhkkkkk*k

aatcagcttc

aatcagcttc
*kkkhkkkhKhkk Kk k%)

cttctttctc

cttctttctc
* Kk kK k Kk k Kk xk

ttttatcttt
ttttatcttt

*hkkkkkkkk*k

POdr -

TGTATGAACT

gcttatctca
gcttatctca

kK kkkkk kK

taggttgacc
taggttgacc

kAhkKkk kK kK kK

aaaaccttaa

aaaaccttaa
* )k kk Kk kkkkk

gataaaaatt

gataaaaatt
k*kkhkkkkhkkKk*k*k

tccctectte

tccctectte
* Kk Kk k ok kk kKK

TC

TC
tctgtaggTC
tctgtaggTC

XKk AkKkKk KKK KK

TGCCAACATT

Y E L
TGTATGAACT

A N I
TGCCAACATT

TGTATGAACT

TGCCAACATT

TGTATGAACT

TGCCAACATT

kAkkkhkkAkk kKX *k

tggattttaa
ttgattttaa

* Kk kkkhkkk*k

ttttcctgcece
ttttcctgcece

R i b b 4

kA KkKk A KKk KKk K

acatctctca

acatctctca
* )k kkk Kk kkk*k

tgagcaaggg
tgagcaaggg

KAk KXKAKKK KKK

Microsatélite

tattattatt

attattatta

cacatctctg

cacatctctg
kkhkkkhkk Kk kK kK

aaatttttct

aaatttttct
* Kk kK kkkk kK

tatattaatg
tatattaatg

*hkkkkkkhkkk*k

attattatat
attattatat

R i i i 4

tttcecetteg
tttcecetteg
kkhkkkhkkk kK Kh*k
Exon 6
ACAAAAAACA

T K N N

ACAAAAAACA
ACAAAAAACA
ACAAAAAACA

*hkkkkkkkk*k

GTGAATG
V N E
GTGAATG
GTGAATGagg
GTGAATGagg

kAhkkkhkAkhk kKX *k

gccccagecce

gccccagecce
*khkkkkhkkkKhkx*k

gttggactag
gttggactag

R i i i 4

ttattattat

aacatggaaa

aacatggaaa
kK Kk kkkhk kK

cccaccagga

cccaccagga
* ok ok ok ok ok ok ok kk

gtacaaatat

gtacaaatat
*khkkkkkkk*k*k

caacaaattc

caacaaattc
* k kkkkkkkk

tcctataatt
tcctataatt

kAhkKkk kK kK kK

ATGGCGATTT
G D L
ATGGCGATTT
ATGGCGATTT
ATGGCGATTT

XKk KAkKkKk KK KKK

Intron 6
taagaggaca

taagaggaca
R R IR I i i 4

agattctcac
agattttcac

XKk KkKkKk KKKk K

atgactccaa

atgactccaa
KAkKXKKKK KKK

tattattatt

tatagcatcc

tatagcatcc
kkhkkkhkk Kk kK kK

aaaaagccca

aaaaagccca
kkhkkkhkkKhk kK Kx*k

agattaaaaa

agattaaaaa
*khkkkkkkKhkx%k

aatgatcctt
aatgatcctt

R i i i 4

agtgatctca

agtgatctat
Ak Kk kkKk kK

AGATAAGATA
D K I

AGATAAGATA
AGATAAGATA
AGATAAGATA

*hkkkkkkkk*k

tggtaaatat

tggtaaatat
R IR R I I I 4

gtgttcacac
gtgttcacac

*kkkkkkkk*k

ggtccccectct
ggtcccttct

Xk kkkhkk Kk %k

attaagatgg

tattattatt

attattatta

ttattattat

tattattatt

attaagatgg

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gaatgcaatc
gaatgcaatc

cagcatgtga
cagcatgtga

R i b b b 3

tgggaatgca
tgggaatgca

kkhkkkhkk Kk kK kK

kAhkKkkkk kK kK

tttgctggct
tttgctggct

ggccatccca

ggccatccca
*khkkkkkk k) %k

gccactgtgt
gccactgtgt

kK kkkkhk kK

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

ttgagtgagg
ttgagtgagg

gaaaatggtt
gaaaatggtt

R b o b b 4

tgggagaacg
tgggagaacg

kkhkkkhkk Kk kK kK

kAhkKkkk Kk kK kK

caaaactaga
caaaactaga

tattcagtaa
tattcagtaa

KAk KXKkKKkK KKK

cagatccaaa

cagatccaaa
* Kk kk  kkkk Kk

Ak Kk khkkk kK Kx*k

tctttggtca
tctttggtca

ctaggttaat
ctaggttaat

*hkkkkk Kk kK%K

agtgatgcaa
agtgctgcaa

kkhkkkhkk Kk kK Kx*k

132

aatttaggaa
aatttaggaa

kK kkkkhk kK

tgaatgctgce
tgaatgctgce

kAhkKkKhk Ak KKk Kk kK

atcagcacaa

atcagcacaa
*khkkkkkk k) %k

tcactgatat
tcactgatat

KAKKXKKKK KKK

tcttagacat
acttagacat
kkhkkkhkkKkKhk*K
~ POr
AAAGCAAGAA

K A R M

AAAGCAAGAA
AAAGCAAGAA
AAAGCAAGAA

KAk KAKkK KK KKK

atttcagttg

atttcagttg
R R IR I i i 4

aacacacttg

aacacacttg
* Kk kk Kk kk Kk kK

aacttattat
aacttattat

KKK KKkKK KKK

atttctacaa

atttctacaa
* Kk Kk k ok kk Kk kK

gctggtgatc
gctggtgatc

aagcctctta
aagcctctta
*khkkkkkk k) %k
Eco RI

gaattcaatc

gaattcaatc
* ok k ok ok ok ok ok ok k
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gaactatatc

gaactatatc
kkhkkkhkk Kk kK kK

agaaagaggt

agaaagagat
kkhkkkhkkk kK kK

agaagaagcc

agaagaagcc
*khkkkkhkkkkhkx*k

aagtttactt

a—-gtttactt
* kkhkkk kK kK

AGATACCTGT
R Y L Y
AGATACCTGT
AGATACCTGT
AGATACCTGT

*hkkkkkkkk*k

ATTACCGTGA

tgtagctgga
tgtagctgga

kK kkkkk kK

ggacagagtc
ggacagagtc

kAhkKkk kK kK kK

tgcttataga
tgcttataga

XKk AkKkK kKKK K

gagtttactt

gagtttactt
kAhkKkk kK kK kK

ATATGCATGC
M H A
ATATGCATGT
ATATGCATGC
ATATGCATGC

XKk AkKkKk KKK KK

AGCCGGACGT

I T V K
ATTACCGTGA

P D V
AGCCGGACGT

ATTACCGTGA

AGCCGGACGT

kkhkkkhkk Kk kK Kk *k

GATTTGCTGA
D L L T
GATTTGCTGA
GATTTGCTGA

*khkkkkhkkkhkkk*k

kAhkKkKhkkkKhk kK

CTCGCAAAAA
R K K
CTCGCAAAAA
CTCGCAAAAA

KAk KkKk KKKk KK

ttctttcagg

ttctttcagg
Kk kkkhkk Kk kK KxKk

agcctattcc

agcctattcc
kkhkkkhkkKk kK kK

agccaatgtc

agccaatgtc
*khkkkkhkkk Kk k%K

tgagtttctg
tgagtttctg

kkhkkkhkkKhk kK k%K

AGCACTGGTT
A L V
AGCACTGGTT
AGCACTGGTT
AGCACTGGTT

*hkkkkkkkk*k

GGATTATACT
D Y T
GGATTATACT

GGATTATACT
* Kk kK Kk kK Kk kK

ACATGATAAT
H D N
ACATGATAAT
ACATGATAAT

*khkkkkkkhkkk*k

tcatggttga
tcatggttga

kK kkhkkk kK

aagctcagta

aagctcagta
kAhkKkk kK kK kK

agttgctttt
agttgctttt

KAk AkKkKkKk kKKK

attgatgcca

attgatgcca
kAhkKkKhk kK kK kK

GGCCTAGAAA
G L E I
GGCCTAGAAA
GGCCTAGAAA
GGCCTAGAAA

XKk KAkKkKk KK KKK

TTGAATTCAT
L N S F
TTGAATTCAT

TTGAATTCAT
* Kk kK k kK kK Kk

tggttccgat
tggttctgat

Kk khkkkkk kK KhKk

gattatgaaa

gattatgaaa
kkhkkkhkkKk kK kK

taatcttgaa
taatcttgaa

*hkkkkk Kk Kk k%K

tttccacctg

tttccacctg
kkhkkkhkkKk kK Kx*k

TTTGGTCCAA
w S N
TTTGGTCCAA
TTTGGTCCAA
TTTGGTCCAA

*hkkkkkkkk*k

TTGCAGAATG
A E W
TTGCAGAATG

TTGCAGAATG
* kK kK k ok koK x

~ P4ir P4irD -

GCTCAGTTAC

TCACAGCAAT
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cttggagatt
cttggagatt

Kk kKkkhk KKk Kk kK

ctgatctctg

ctgatctctg
kAhkKkhkkkKhk kK

atgtttctca
atgtttctca
* Kk kkkkkkk*k
Exon 7
AGATTTTA
I L
AGATTTTC
F
acAGATTTTA
acAGATTTTA
* ok ok ok ok ko ok k
P4d - « P2r
TGGAGATAAG
G D K
TGGAGATAAG
TGGAGATAAG
TGGAGATAAG

KAk KAKkK KK KKK

GAGAAAAACA
R K T
GAGAAAAACA

GAGAAAAACA
* Kk k kK kK koK Kk

TGAC

A O L L
GCTCAGTTAC

T A I
TCACAGCAAT

D
TGAC

GCTCAGTTAC

TCACAGCAAT

TGAC

KAk AkKkKk KKKk KK

Kk Kk Kk Kk kkk kK

* Kk kK

P13d -

~ Pir
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~ Plldr
GCATTCATCA

P11ld -
TGACACAGAT

I H H
GCATTCATCA

D T D
TGACACAGGT

GCATTCATCC

G
TGACACAGAT

GCATTCATCA

D
TGACACAGGT

*khkkhkkkkkhkkkh*k

GGATAAG

I S
GGATAAG
GGATAAGgta
GGATAAGgta

R i i i 4

gcttgcaatt
gcttccagtt

Kk kk* Kkk k%

ggttacaaaa

agttacaaaa
* Kk kkkhkkkkk

gtgttgtatt
gtgtcggatt

Xk kk Kk kK%

tcctccaaaa

tcctccaaaa
* Kk kK k ok k ok k%K

tattaatatc
tattaatatc

*hkkkkhkkkhkk K%k

gtgtgatgta
gtgtgaagca

*kkkkkhkkx Kk %

aaattagcat

G

XKk Ak kKA KkKk Kk Kk

Intron
aggattgagg
aggattgagg

KAKKXKAKKKK KKK

aattgttcaa
aattgttaaa

XKk AkkkkKk kK

aaagagggct
aaagagggct

KAk KAkKkK KKK KK

taaaaaggta

taaaaag-ta
XKAkKXkKkKKkKX KK

cgccagtagt

caccag-agt
*x kkkKk KKk *k

tgtgcatgga
tgtg-atgga

XKk Kk KKKk K

gaaagggcaa
aaaaggggaa
*kkkkk k%
P11dd
cttggggttt

Exon V

TTCTGTTCTT
F Cc S C
TCCTGTTCTT

TTCTGTTCTT

TCCTGTTCTT

kkhkkhkkkkkhkh Kk

v
aaatcttctt
aaatctt-tt

Xk kkkhkkhkk k%

ttaaatatac

ttaaatatac
* kkk kK kk k%

ttgaccattt
ttggtcattt

* x K% * Kk Kk kKk

gaactgtcct
gaaatattct

*kk Kk Kk k%

ttaaagaaac

ttaaagaaac
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

taaaagagga

taaaagagga
*khkkkkhkkkkx*k

aaaattcttc

aaaattattc
* Kk kkkk*x k)%

—

tcectgeectceg

aaattagcat

cttggggttt

tcectgeectceg

kkhkkkhkk Kk kK Kk *k

tctgtcatat

tctgtcatat
kAkkkhkkAkk kKX *k

ttacaaccat

ttacaaccat
* Kk kkkk*x k)%

gactggttct
gactagtcct

*kkkk Kk k%K

kAhkKkKhkk Kk kK kK

attgcagtct

attgcagtct
kA KkKk ARk Kk Kk K

ttgtttagca

cgcaattaca
tgcaattacg

kkkkhkkkk*k

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

tctgaaatca

tctgaaatca
kAkkkkKh kKX *k

accgttcaaa

-——gttcaaa
* Kk kk Kk k%)

gccatcgcag

gccatcgcag
* ok ok kkk ok ok kk

(parcial - 67 pb)

GTGGTGGTTA
G D Y
GTGGTGGTTA

GTGGTGGTTA

GTGGTGGTTA

XAk Ak kKK kKKK

aatgcctttc
aatgcctttc

KAKKXKKKKK KKK

tgagcaactt
tgag-aactt

Xk kKk Kk Kk kK

gtgtgtcagt
gtgtgtcagt

KAk KkKkKkKk KKKk K

cagcatttga

caacaattga
* Kk k*k k)Kk*k%k

agcataggaa
agcgtaggaa

kK KAk kkKk*k

aaccaagtta

aaccaagtta
*khkkkkhkkk*k*k

tgaatcaggc

tgaaccaggc
kKKK KKKk KkK

ccctttcatc

ccctttcatc
* Kk Kk kkkkk kK

gcaggtagca
gcaggtagca

kK KAk KkkKk K

gttacagtgg
gttacaatgg

XKk AkKkKkKk KKK

cctcccttca

cctcceccecttcea
* ko k kK kk kK

CCCATGCATT
P C I
CCCATGCATT

CCCATGCATT

CCCATGCATT

*kkkkkkkk*k

caatcaagtt

caatcaagtt
Ak kkkhkk Kk k%K

acaaaaatta

acaaaaatta
* k ok Kk ok Kk kkk*k

ttaccatgtg
ttaccatgtg

Kk kkkk Kk Kk kK

atagccatcc

atagccatcc
R R R i b o b b b o

gcatagccaa

gcatagccaa
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

gacattaaaa
gacgtt----

*kx Kk k%

aacagcagga

aacagcagga
Ak kk Kk k) Kk k%)

aaggtagaat

aaggtagaat
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

acgtacagga

acgtacagga
kAhkkkhkkk kK k%K

ccctgagaac

ccctgagaac
*khkkkkh k) Kk k%K

gtcacagaat

gtcacagaac
kkhkkkkkkhkk kK
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ATGGGTCCCG
M G P T
ATGGGTCCCG

ATGGGTCCCG

ATGGGTCCCG

XAk Ak kKKK kKK

atttttaaat
atttttaaat

KAXKKKKKK KKK

aatggtaggg
aatggtaggg

XKk kKK kKKK Kk

tagttaaaat
tagttaaaat

kKA Kk KKKk KKK

ttcaggagct
ttcaggagct

KKKk KkKkKK KKK

agaaaccaaa

agaaaccaaa
kAhkKkkk Kk Kk kK

ctttcctaaa

-—-—-tcctaaa
* Kk k Kk Kk kK

agaaaaggat

agaaaaggat
KKK KKKK KKK

acgttacatc

acgttacatc
kAhkkKk Ak KKk kKK

agttattgac

agtcattgac
kK AKXk KkKkK

agtgacttac
agtgacttac

kKKK Kk KKk KKK

cgtgtattta
cgtgtattta

Ak kkkhkKkKkkKkk



tgacgcttgc
tgacgcttgce

kkhkkkhkk Kk kK kK

ccatatgcaa

ccatatgcaa
kkhkkkhkkk kK kK

aagtggcaaa

aagcggcaac
*kk kkkkx

gtggaaattc
atggaaattc

* Kk ok ok k% * %

tggaagttta
tggaagttta

kkhkkkhkkKk kK kK

cttctcagca

cttctcagca
*kkkhkkkhkkkhkhkh*k

ggctcagtga
ggctcagtga

R i i i 4

cttcattgcc

cttcattgcc
Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

tagcctttcce

tagcctttcce
kAkkkhkkAkk kKX *k

ctagacactt

ctagacactt
kA kkkhk k) Kk k%)

taaccccgcece

taaccccaca
Xk hkkkKr*x X

atttaatggc

agcatcctgce

agcatcctgce
kK kkkkk kK

agccaatgga

agccaatgga
kAhkKkk kK kK kK

gccggttgta
actggttgta

* kkkkk kK

tgccccagtt

tgcccccatt
* Kk kk Kk k%) *

gcccttactt

gcccttactt
kAhkKkk kK kK kK

attgtctgtt
attgtctgtt

kA AkKk AKXk KK

gcatcccggce

gcatcccggce
Kk k) k) *|%

tcccatttca

tcccatttca
* Kk Kk k ok kk Kk kK

tgtccttect

tgtccttect
kA KkKk ARk kKK

tgtggtgttt
tatggtgttt

* KAk KKkK KKK

aaaggggtct
aaaggggtct

kkhkKkkkkkhk kK

caccagcaga

atttaatggc

caccagcaga

kAkkkhkkAkk kKX *k

ccaatgatta

ccaatgatta
*khkkkkhkKkkKhKx*k

gatgtcacaa

gatgtcacaa
* ok ok ok ok kkkkk

kA Kkk ARk Kk Kk K

tattcccaat
tattcctaat

XKk kKkkKk kKK

gatgcagctc
gatgcagctc

kK kkkkk kK

attcatggga
attcatggga

kkhkkkhkk Kk kK kK

gcaagctggg
gcaagctggg

kkhkkkhkkKk kK kK

aaacggagca

aaactgagca
*kkk Kk kkx%k

gtgacag--a
gtgacagcca
* Kk kK Kk k%K *

catcaagaag

catcaagaag
kkhkkkhkkKhk kK k%K

gcaaaactcc

gcaagactcc
*kkkhkkkkkhkkh*k

cattgatcaa
tattgatcaa

*khkkkkkkk kK

tgcaagggca
tgcaagggca

Ak Kk kK Kk kK kK

gaa-ggattt

aaatggattt
* Kk kKkhkKkKk kK

tgtacggaag
tgtacagaag

Xk kkk Kk k %k

ggtgtaactt
ggcggatatt

** Kk % * %

ttctctttgg
ttctctttgg

kAkkkhkkk kKX *k

gatttgaatt
gatttgaatt

*khkkhkkkhkkkhkkkh*k

acaactaata

acaactaata
* Kk k) kkk Kk k%K

ttctcattgg
tcctcattgg

* Ak kK Kk Kk kK

ccccecttaatg

ccccecttaatg
kAhkKkk kK kK kK

cgactcactt

cgactcactt
*khkkkkkkk*k*k

agtcaaggac

agtcaaggac
KAKKKKKK KKK

gaaaaagaaa

gaaaaagaaa
* ok ok ok ok ok ok ok ok k

ccacaacttt

ccataattta
*k Kk Kk*k Kk*k

tttctggttt
tttctgtttt

KAKKXKKKKK KKK

aggaggccag
aggagggcag

kkhkkkkhKk Kkhk*k

—ccgggcatc
gccgggcatc

KAk kkKk Kk kK

actttgttta
actttgctta

kAKX KkKkKk KKK

tgaccttgga
tgaccttgga

kAhkKkKhkkh Kk kK kK

cgttcgtgtt
tgttcttgtt

kkhkKkk Kkkhkk*k

aacattagga

aacattagga
* Kk kkkkkkkk

tcacatggag
tcacatggag

kK kkhkkkk kK

ggactttccc
ggactttccc

kkhkkkk Kk kK KxKk

attgtgtggt
actgtgtgat

* kkkkkKk K

aacaactggc

aacaactggc
*khkkkkkkKhkx%k

taccaatgtt

tacccatatt
* kkkkkkk kK

aaggaaaaag

aaggaaaaag
* ok kkkkkkkk

tgtgtaatga
ttggtaatgt

* * Kk k Kk kK

cttcggctaa
ctttggctaa

R i b i b i 3

gaagtatgga
gaagtatgga

Kk khkkkk Kk kK kK

atgattcctc

atgattcctc
kAhkkkkk kK Kh Kk

ggaaacaatt

ggaaacaatt
Ak kkkhkk Kk k%)

agaagaagac
agaagataac
* Kk Kk Kk kK * *

tccaccccat

tccatccctt
*kKk*k Kk*k K

aggtgctttc
aggtgctttg

Kk khkkkhkkkhkkhkh*k

ttctcattgc
ttctcattgc

kkhkkkk Kk kK kK
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agctgtcttce
agctgtcttc

kkhkkkkhkKkKkk kK

tcacttaaca

tcacttaaca
* k Kk kkkk kKK

ttgctgggca
tagctgggca

* KAk Kk kKKK K

ttcttccggg
ttcttctggg

KKK KKKK KKK

gaagcaaaat

gaagcaaaat
kAhkKkk kK kK kK

gttttgtgta
gttttgtgta

Kk kK kK kKKK

agcccgagga

agcctgaaga
Kk kkkhk Kkk*k

gaatgccacg

gaatgccatg
kkhkkkAhkKkKkk K

tttaatactt

tttaatactt
* Kk kkKhkk Kk kK

ttgctca-at
ttgctcatat
Kk k)i khkk*k k%

— Pllrr
catcttgtcect

catcttgtect
* Kk Kk kkk ok k kK

aacttgagag
aatttgaggg

Kk KAk KkKkKk*K

ctgggcttat
ctgggcttat

XKk Ak kKA KKk KKk

aaatgtattt
aaatgtattt

kK Kk khkkk kK



tgttaaaaaa
tgttagaaaa

kkhkkkk Kk k*k

gatcaagggt
gatcaagggt

kkhkkkhkkk kK kK

S gcatttcttc

—
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gcatttcttc

*hkkkkhkkkkk*k

agtccaaata

agtccaaata
kkhkkkhkkKhk kK Kh*k

CGAAATTTTT
K F F
CGAAATTTTT

CGAAATTTTT

CGAAATTTTT

R i i i b 4

CACAATGCAT
o C I
CAGAATGCAT

E
CACAATGCAT
Q
CACAATGCAT
0

Kk Kkkhkkkhkkk*k

ATGAACTTTT
E L L
ATGAACTTTT

ATGAACTTTT
ATGAACTTTT

*khkkkkhkkkhkkk*k

taaaaaaatc

taaaaaaatc
* kkk kX kk k%

gaaaggaaag

gaaaggaaag
* Kk k ok ok ok ok ok ok k

tacgaagggt
tacgaagggt

kAhkKkk kK kK kK

attagccaac

attagccatc
*khkkkkkkkx K

tgggtgatgt
tggatgatgt
* Kk Kk kkk Kk k%K
P9d -
CAGCAATTGT

ttagtggaat
ttagtggaat

kkhkkkhkk Kk kK kK

tctcttatct

tctcttatct
* Kk kK k Kk k ok kK

cttttttttc
cttttttttc

*hkkkkkkhkkk*k

catggtctta

catggtctta
kkhkkkkKhk kK kK

~ Pllr

AGTTATATCC

S N C
CAGCAATTGT

S Y I Q
AGTTATATCC

CAGCAATTGT

AGTTATATCC

CAGCAATTGT

AGTTATATCC

KAkKXKAKKK KKK

TCTCAATGAA
L N E
TATCAATGAA

I
TCTCAATGAA
L
TATCAATGAA
I

*x Ak Kk KKk KKK

GGAGGTGGGA
E V|G
GGAGGTGGGA

v
GGAGATGGGA
v
GGAGGTGGGA
v

Xk kK K[k kK Kk

aacaagaata

aacaagaata
*khkkkkkk k) %k

LR i A b b o

CCCTTGGGAA

P L G T

CCCTTGGGAA
G

CCCTTGAGAA
R

CCCTTGGGAA
G

*kkkkkhkk kK%

Desintegrina

ped
GAAGAATGTG

taaaactgag

taaaactgag
* ok k ok ok ok ok kK k

attctgttag
attttgttag

kK KAk kkKk*k

ttatatgttt
ttatatgttt

KAk KAkKkK KK KKK

ttttggttca
ttctggttca

Kk kAkKkkkKk*k

AATGTTGGGA
cC w D
AATGTTGGGA
AATGTCGGGA
AATGTCGGGA

KKK KKKK KKK

CAGATATTGT

D I Vv
CAGATATTAT
CAGATATTGT
CAGATATTGT

XKk Ak kKKK KKK

POr
ACTGTGGCAC

—

ggagtataat
ggagcataat

kkhkkk kkhkk kK

ctttagagaa

ttttagagaa
Kk KkKkkkKk kK

ttgcaatgaa
ttgcaatgaa

*khkkkkkkkk*k

Exon X

C

c
tctccacagC

tgtctacagC
KAk Kk kk kKK

CTTTATTATG
F I M
CTTTATTATG

M
CTTTATTACG

T
CTTTATTATG

M

R R i i o b S o

TTCACCTCCA
S P P
TTCACCTCCA
TTCACCTCCA

TTCACCTCCA

*kkKkkk Kk Kk kK

TCCTGAA

E E C D
GAAGAATGTG

c G T
ACTGTGGAAC

P E
TCCTGAA

GAAGAATGTG

G
ACTGTGGCAC

TCCTGAAgta

GAAGAATGTG

G
ACTGTGGCAC

TCCTGAAgta

*hkkkkhkkkhkk K%k

tgcagaattt
tgcagaattt

R b o b b 4

G

XKk AkKkKkKKk kK

tctcaaaaat

tctcaaaaat
* )k kkk Kk kkkk

*kkkkkkkk*k

gggaatcctt
gggaatcctt

*hkkkkk Kk kK%K

136

ctgggactaa

ctgggaccaa
k) kkKk k)%

aaaaatcact

aaaaatcact
* k Kk kkkk Kk k K

ttctgttcct
ttctgttcct
*khkkkkkk k) %k
(178 pb)
AATGAACCTT
N E P S
AATGAACCTT
AATGAACCTT

GATGAACCTT
* ok Kk Kok Kok K

AAGGAGAACC
K E N P
AATCACAACC
N H
AATCACAACC
N H
AATCACAACC
N H

* ) kKK kKK

GTTTGTGGAA
v C¢C G N
GTTTGTGGAA
I
GTTTGTGGAA
v
GTTTGTGGAA
I

KKk Kk kKKK KKK

Intron x
agtctttttt
agtctttttt

KAk KAk KKKk KKK

gaaaaatcac

gaaaaatcac
*khkkkkkk k) %k



ctggctttgt
ctggctttgt

kkhkkkhkk Kk kK kK

gtcctttatg

gtcctttatg
kkhkkkhkkk kK kK

gaatggagaa
gaatggagaa

*hkkkkhkkkkk*k

gattgaccac

gattgaccac
*kkkhkkkhKhkk Kk k%)

cattatctgt

cattatctgt
kkhkkkhkkKk kK kK

atgctctgat
atgctctgat

kAkkkk Ak kKX *k

taagatgtag

tctctggact
tggatt----

* k ok Kk k%

tggggctgta
tggggctgta

LR i i 4

tgtcagaggg
tgtcagaggg
* Kk kK k ok k ok k%K
aacaaacaat

aacaaacaat
*khkkkhkKkkKhx*k

tctttttcct
tctttttcct

R i b b b 3

aagtggtttg
aagtggtttg

kK kkkkk kK

tacatgcatg

tacatgcatg
kAhkKkk kK kK kK

ctggtatctc
ctggtatctc

XKk AkKkK kKKK K

tccaagaaaa

tccaagaaaa
KAKKXKKKK KKK

cccactattt

cccactattt
* k Kk kk ok k Kk kK

cctaataata

cctaat-—---
* Kk k Kk Kk Kk

aatagcccgce

ctcaaaggct
ct-aaaggct

Xk KAk kKKK K

agttacgtgg
agttacgtgg

KKK KAKKKK KKK

aaatatcagg
aaatatcagg
kAhkKkkkk kK kK
ttgtgcattt
ttgtgcattt

kA kKA KKk kKK

tgacaatttc
tgacagtttc

XKk KkKkKk KKKk K

agccatccaa

agccatccaa
* ok ok kkkk ok kK

tatgaagggg
tatgaagggg

kkhkkkhkkKk kK kK

tctaccattt
tctaccattt

*hkkkkkkhkkk*k

tccttecctte
tccttecttce

R i i 4

tcttgagcca

tcttgagcca
kkhkkkhkkKk kK Kh*k

tttaataaga

ggcatgatta
ggcatgatta

Kk kkkhkkkhkkk*k

gcttcacaat

gcttcacaat
R i i i b 4

taaggctctt
taaggctctt
Ak Kk khkk Kk kK KxKk
gctagcatga

gctagcatga
kAkkkkKh kKX *k

cctcttcaaa

cctcttcaaa
* kkk k) kk k%

aaggtcaatc

aaggtcaatc
* ok k ok k ok ok ok ok k

tttcttggat
tttcttggat

kAhkKkk kK kK kK

ggagaagacc

ggagaagacc
*khkkkkkkk*k*k

ctgaaaactc

ctgaaaactc
Ak kkkhkk k) %k

ctttctccca

ctttctccca
* k Kk k ok kk kKK

acagtaattt

cgagaaaatt
tgagaaaatt

Kk kkk Kk Kk kK

taggaaatga
taggaaatga

KAkKXKAKKK KKK

tctcagagag
tctcagagag
kK Kk kK kkKkk
acccataaga

acccataaga
kA KkKk ARk KKk K

atacaccaat

atacaccaat
* )k kkk Kk kkkk

tgtgaatggc
tgtgaatggc

kkhkkkhkk Kk kK kK

ttggctaatc

ttggctaatc
kkhkkkhkkKk kK kK

acatattttt
acatattttt

*khkkkkkkkk*k

ccattttgtt
ccattttgtt

R i i i 4

taactgatta

taactgatga
kA Kk khkkKhk kK KxKk

acatttactc

tctcatgaat
tttcatgaat

* Kkkkkkkk*k

ggatattttt
ggatattttt

R i i b 4

atgtcattat
atgtcattat
kkhkkkkKk kK Kx*k
gggaacacat

gggaacacat
kAhkkkkhk kK Kx Kk

aaaaaaagac

aaaaaaagac
* ok Kk Kk Kk ok ok ok ok ok

137

atagatttgt
atagatttgt

kK kkkkhk kK

agttgtagag
agttgtagag

kAhkKkhkkkKhk kK

taaaatgggt
taaaatgggt

KAk KAKkKk KK KKK

gatatggcca
gatatggcca

KAKKXKKKK KKK

tctttaatct

tctttaatct
* Kk Kk kkkk Kk kK

aatggtcatg

aagaaaggat

aagaaaggat
* Kk kk Kk kk Kk kK

gttttattct
gttttattct

KAk KXKAKKK KKK

ctgtggcaat
ctgcggcaat
kAhkKkk kK kK kK
tgcagaaatg

tgcagaaatg
kA AkKk kK Kk kKK

cagatagaaa

caggtagaaa
* Kk Kk Kkkkk*k*k



H»n Qo W HWn Qo W

Qqgow

Q

attctctgtc

attctctgac
kkhkkkkkk*k K

GCTGCAACGT
A A T C
GCTGCAACGT
GCTGCAACGT
GCTGCAACGT

LR i i i 4

TGCAAA
C K

TGCAAA
TGCAAAgtaa
ccatacagaa
ccttatgaac
aaatgcactc
tggtgcccta
tgagattgca
cttctctgag
ttttccccac
gctgcaggac
cagttgactc
atttccatca
gacagaaaat
tcagcaattc
agccaacagg
agcaaataag

ccttgcttgg

ggtttgactc

atcatttgat

atcatttgat
kAhkKkk kK kK kK

GTAAACTGAA

K L K
GTAAACTGAA
GTAAACTGAA
GTAAACTGAA

KAKKXKKAKKK KKK

Intron w

gacttgttta
atggctgttt
atatccatag
tttcagcatg
actcagcttc
tggaaaccca
ccttttagga
cttaagtttc
catgaaaaga
tgtaatgaac
caagcctaga
gctatgaatg
actttttgct
tagaacttgt
acagagtggg
tgatcctcaa

tttgatctct

atgttttggt
acgttttggt

* kkhkkk kKA kK

ATCAGGGTCA
S G S
ATCAGGGTCA
ATCAGGGTCA
ATCAGGGTCA

R i i i b i 4

tgtttaacac
actaaccctc
ggaagataat
ttaaaacgta
ctgactttct
gtttaaacaa
tggaaatagg
tacctgctct
gaggtgcaag
tttttgagca
ttcacaacaa
cttcttccca
gcttttacat
ctttcaggaa
acttctaggc
gacagatgaa

gctgctgaag

Exon W (90 pb)

138

AATT GTCAAAATGA GTGCTGCGAT

N C
AATT
tttcagAATT

tttcagAATT
kAhkKkkkhk kK kK

CAGTGTGGAC

Q N E
GTCAAAATGA
GTCAAAATGA

GTCAAAATGA
Kk ok kK ok ok ok k ok

c C D
GTGCTGCGAT
GTGCTGCGAT

GTGCTGCGAT
* kK kK ok ok Kk ok Kk

~ Por P7d -

ATGGAGACTG

TTGTGAGCAA

O C G H
CAGTGTGGAC

G D C
ATGGAGACTG

cC E O
TTGTGAGCAA

CAGTGTGGAC

ATGGAGACTG

TTGTGAGCAA

CAGTGTGGAC

ATGGAGACTG

TTGTGAGCAA

KAKKXKKKK KKK

caggagagat
ttcctcectcecece
ttaacaaaat
tctgtgaaaa
ggaagcttct
ggataggcaa
tgcaggagac
ctaaaagctc
ttactcattg
gagtggccca
gagaagggaa
tgtaaagaaa
gacagcccac
ttgagccttt
cccacacaga
gaggaggttt

agtgatagct

R i i i 4

tttattctgce
cttcttccag
ttcagccttyg
taatatattt
aagaggtccc
tatttgagat
ttctggaagt
taaattcagg
cttctttcta
aaacattttg
ccacatgttt
taaaatacat
ttgattttcc
cattgcattc
gttgtagcag
tgaaatgtgt

gggagtattt

KKK KKKK KKK

tccatactag
tttattttac
tctcaatctc
cttctttgac
tggtaatgct
gtgacatttt
aaagttgcett
tgttttgatg
tgtgggatcc
ttatttccat
ttcagcatga
catgagatgt
ctttatggtc
atttccccac
ggaagggatg
tgtgaaccat

ttgattctca



QO4qQow QO4Qow Q4o w

QO 4gqow

Exon Y (196 pb)

TTT
F
TTT

cccacagTTT
kkhkkkkKhk kK kK

AGCAAATCAG
S K S G
AGCAAATCAG

AGCAAATCAG
* kK kK ok ok koK Kk

~ P7r Pl2d -
TGAACACTGC ACTGGCCAAT
E H C
TGAACACTGC ACTGGCCAAT
TGAACACTGC ACTGGCCAAT
*khkkhkkhkkhkkkhkkhkk* K(khhkkkhkhk*k*x%k
~ Pl2r
ACCATGCCTA GATAACTACG

T G QO S

GAACAGAATG
T E C
GAACAGAATG

GAACAGAATG
* ok Kk ok ok ok koK x

CCTCTGAGTG

S E C

CTTCTGAGTG
CCTCTGAGTG

*hkkkkkkkk*k

GTTACTGCTA

P C L D N Y G

ACCATGCCTA

GATAACTACG

Yy C Y
GTTACTGCTA

ACCATGCCTA

GATAACTACG

GTTACTGCTA

ATGTTATGCT
c Y A
ATGTTATGCT
ATGTTATGCT

kkhkkhkkkkkhkhkh*k

aaaagattaa
aatcatcatt
ccacctccct
ccagtgttgg
gattaaagcc
gcttttgtga
aagataatgt
ttttccttac

attgacactc

CTCTTTGGTG
L F G A
CTCTTTGGTG
CTCTTTGGTG

XKk Ak kK kK kKK

gacagtcatt
agatttcttt
gctcaagcag
aacacccaga
tccattcttt
gttattcata
aaattgaaca
atttggccat

gtcatttaat

tctattacaa
tatttccaaa
gttagtgtag
gattatgtgg
actagggctc
tgtatttgtt

atttaatttt

attttcagca
gcattataaa
cctaattata
gattttttgc
caagattcct
ttttctttcc

cttagattgg

CAG

D
CAG
CAGgtaagtc

* * k%

gccattaatg
tctataactg
gaagccttat
acttctgaag
gtaagcttta
cgttcccaaa
tgggactatg
aataantgaa
gcagtctata
tggttttata
gtggtactaa
gtgtaaaacg
agttgcaaca
ctcacagtta
tgaatgtaga

gctcaatgtt

CCGGGCATCA
R A S
CCGGGCATCA
CCGGGCATCA

kAhkKkKhk kK kK kK

TCCTGCAGAT
P A D
TCCTGCAGAT
TCCTGCAGAT

KAk AkKkKA KKK KK

CAATGGGAAT
N G N

c P I M

139

ATGAGTGAAT GTGACCCGGC
N S P A
ATGAGTGAAT GTGACCCGGC
ATGAGTGRAAT GTGACCCGGC

Kk kkhkkkhkkhkAkkk kAkkKhkAkhk Kk Kk kK

GTCTTCCATA AGAATGGACA
Vv F H K N G O
GTCTTCCATA AGAATGGACA
GTCTTCCATA AGAATGGACA
*khkkhkkhkkhkkkhkhkk*k K(khkkkkhkhk*k*x%k
ico em Cisteina
TGCCCICATCA TGTATCACCA
Y H Q

CAATGGGAAT TGCCCCATCA
CAATGGGAAT TGCCCICATCA

Intron y

aaccttagga

aaagatattt
agtttgaagg
accatttcca
gtcttttcca
gagcccagag
ttggagaaag
cgctaagagt
gaacagatgt
caaaatttca
ttgaaaaaga
cacttcatgt
attctgccac
cactgctggce
ctaatattga
ttggtttgtt

caaaagatcc

tttcagaata

tctcectttgt
aaccttggag
atctcttctt
gaaagaatat
atggactttg
atctgagcca
attcaaacct
tggggggttg
gcatgcattt
aactgaaata
aatcttgatt
tattgcaaaa
tcttatttaa
gccaggtatc
tttttacttt

ttgtggatcc

TGTATCACCA
TGTATCACCA

gtggtgttat

atccataata
gtcttctagt
taaaaaacct
ttttttttaa
ggggaaggat
ctcttaatga
gcaactgaag

Pyd -
tcattcttac
taatgccag
ctgcacacaa
ttatccctcet
gtgtagccta
gtgattgtcc
acctcttctg

ttcgctagaa

ttaagcctat



Q

Qg oW QG o w Qg ow

Q QY- 4o W

cttctggaga
cttccaccct
aatctgaatt
ttgatcaggt
tgcaagtaat
agaatgacac
aatcttgcca
ggaggagatg
ctcctcectgga
gaatgtatcc
agattcccct
tctcctttgt

aaagcttcat

gattgctatt
cttgtctaaa
acaaatcaga
aaatagcata
ccaattgtat
atgatggtta
gataaggact
tcgtcaccct
tttcaccctt
atgatagagc
acagtcattg
gtcaagaaaa

aatgaggaat

cacctctgaa

tgtcttggtt

GATAACCAGA
D N QO K
GATAACCAGA
GATAACCAGA
LR i i 4
pP8d -
TGTGGACCAG

atcactttag

cctcactccc

AAGGCAATTA
G N Y
AAGGCAATTA
AAGGCAATTA

KAKKXKAKKKK KKK

AAG

cC A P E
TGTGCACCAG

AAG

TGTGCACCAG

ALAG

Ak Kk khkk Kk kK Kx*k

* Kk *

P8id -
GCAAAGATAA TTCACCTGGA CAAAATAATC CTTGCAAGAT

K D N

S P G

cctgccagta
ttgtttatga
acgttgctca
aatgaggtaa
tcaaagaggt
tttcaagctg
ctactaattg
ctttttctca
cccttetggg
taaagttgaa
atttaccaca
tagaataagc
agttaaataa
ccattctttt

AT

AT

tcttacagAT
* K

TTATGGCTAC
Y G Y
TTATGGCTAC
TTATGGCTAC

R i i b 4

Exon Z

O N N P

tggtgttctc
agggtcaggt
acttgcatga
cttccaaaga
ttgtgcccag
aattctttct
catttacaat
cactttatat
aatccatttc
aaatgtggac
tggtcttctg
aagtttagtg
gtaagtcaat
tcctgctggce
Exon H

GTTTATGAGG
v Y E A

GTTTATGAGG

GTTTATGAGG
Kk ok ok k koK koK Kk

TGCAGAAAGG
C R K E
TGCAGAAAGG
TGCAGAAAGG

KAk KXKAKKKK KKK

D

C K M

GCAAAGATAA TTCACCTGGA CAAAATAATC CTTGCAAGAT

K M

GCAAAGATAA TTCACCTGGA CAAAATGATC CTTGCAATTA

N Y

khkkhkkkkhkhkkhkkhkhk *hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk hkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk Kkkhkkhkkhkkhkh%k

tgcaaattta
atcatgtgat
ttaattgatc
atagtaaaag
gaattgacag
tgtttcattc
taccctctgt
ccaggcagag
ttcacggcat
acagaaagaa
caagggacat
taacactgta
attaactaaa
atgttacaca
CTGAAGATTC

E D S

CTGAAGATTC

CTGAAGATTC
Kk Kk k ok koK k ok ok

AAAATGGTAA
N G K
AAAATGGTAA
AAAATGGTAA

R i i 4

GTTCTATTCC
F Y S
GTTCTATTCC
F S
CTACTATTCA
Y S

*x Kk Kk kK

140

ttgagttccc

gaagattggg

aattgttatt
ctcagtactt
gtctcaaact
ctatagtcaa
aaactattag
ttgcctctta
tccagcacag
atctggattc

tgtagtgact
— P10rr
tgcgatagtg

ttatttagaa
ttcatgtatt

ATGCTTCAAA
cC F K
ATGCTTCAAA
ATGCTTCAAA
* Kk kkKhkk Kk kK

~ P10r
AAAGATTCCA
K I P
AAAGATTCCA
AAAGATTCCA

KAk KXKKAKKK KKK

AACGATGATG
N D D E
AACGATGATG
N D D
TCCAGGCATG
S R H

* * kX%



H®n W 4o W

n

H

H®»” g oW

Hn Qo W

AACATAAGGG
H K G
AACATAAGGG

H
AAAATAAGGG

N
AAAATAAGGG

kkkhkkkkkkkh*k

tacctctcat
tacctctaat

—

AATGGTTCTT

P8r P5d —

CCTGGAACAA AATGTGCAGA

M V L
AATGGTTCTT

P G T K

c A D

CCTGGAACAA AATGTGCAGA

AATGGTTCTT

CCTGGAACAA AATGTGCAGA

AATGGTTCTT

E

CCTGGAACAA AATGTGCAGA

XKk Ak kK kK kKK

ctttgtgttc
ctgtgtgctc

*khkkhkkkhkkkhkkh*k

taaagtctga
taaagtgtga

*kkkk Kk Kk Kk kK

tte—————-
ttccatgggg

khkkkhkkhkkhkkhkkhk khkkhkkhkkhkkhkkhkkhk Kkkhkkhkkhkkhkk Kkkhkk kK%

attctttttt
ctgcatagaa
ttccttcaaa

agaccaaaat

taaaataatt

cagtcctttc
cagtcctttc

R i i i 4

aatcagggca

aatcagggca
kAkkkhkkAkk kKX *k

ccaaaactta

ccaaaactta
* kkk kK k Kk k%

gtttgggtta
gtttgggtta

LR i i 4

cattgataat

cattgataat

*khkkkkhkkkhkkk*k

CTACAGCCTA
T A Y
CTACAGCCTA
CTACAGCCTA
CTACAGCCTA

kkhkkkhkk Kk kK kK

gcaatcgatc
gaaaaagtat
gaacaacccc

gcctggcecett

ttgcaatcga

tctgaacttg
tctgaacttg

KKK KAKKKK KKK

gagctggttg
gagctggttg

kA KkKk A KKk KKk K

cctgaaagga

cctgaaagga
*khkkkkkk Kk kK

gttataagga
gttataagga

KKK KAKKKK KKK

ctcttgcettt

ctcttgcettt
*khkkkkkk Kk kK
3’ UTR
CTIAGTCAACC

CTAGTCAACC
CTRATCAACC
CTRATCAACC

Kk kK Kk ok ok k ok kK

aatgctgaaa
ccatccatct
aacgaatgag

ctcagagcct

tcaatgctgt

taggcatctc
taggcatctc

R i i i 4

tgacctaaca

tgacctaaca
kAhkkkhkAkhk kKX *k

tcaggaatca

tcatgaatca
*khkkkkhkkkKhKx*k

atgacagagt
atgacagagt

R i i i b 4

gactttcagg

gactttcagg

Kk kkkhkkkhkkk*k

TCTGGC————

TCTGGC————
TCTGGCTTCT
TCTGGCTTCT

* Kk Kk Kk kK

gctggcctag
atccttcecttt
gtggatgtcc
tgtgcttctc

—-—agcatctt

aaagcatctt
* Kk kk Kk kkk

catagggaag
catagggaag

XKAkKXKAKKKK KKK

atgaagccac

atgaagccac
R R IR I i i 4

cttccceccecttg
cttccceccttg

KAk AkKkKk KKKk KK

ttggttgtgt
ttggttgtgt
k*khkkkkkk k) %k

Exon K
GTGCAGCAA

c S N
GTGCAGCAA
tCTGCAGCAA

tCTGCAGCAA

KAk AKkKA KKK KK

CTCAGATTTG
CTCAGATTTG

* Kk kK

TGGAAAGGT
G K V
TGGAAAGGT

GGGAAAGGTt

GGGAAAGGTt

*khkkkkkhkhkkh*k

---t-aaggg
tgatcaa

* k%

attttcaaag
tggttgttgt
agggctgttt
tctcac—-—---

ctggacagac

ctggacagac
*khkkkkhkkk Kk k%K

gtggaagaga
gtggaagaga

LR i i i 4

ttagaaatgc

ttagaaatgc
R IR R I I I 4

atttttagaa
atttttagaa

*kkkkhkkkhkkk*k

agaaaagtgc

agaaaagtgc
R i i b 4

CGGGCATTGT
G H C
CGGGCATTGT
CAGGCAGTGT

CAGGCAGTGT

*hkk Kk kkkhkkk*k

ATTTTGGAGA

ATTTTGGAGA
ATTTTGGAGA
ATTTTGGAGA

kkhkkkhkk Kk kK kK

141

Intron z
agtaaaagat

agtaaaagat
* Kk kkkkk Kk kK

gtgatcacta

tacagagaat
tattttgctt

ctttcttcca

tgtcaagaga

* k kkk

gaaatgagaa

gaaatgagaa
KAk KXKAKKK KKK

tgaagcaaac

tgaagcaaac
R R IR I i i 4

cctgaaagaa

cctgaaagaa
*khkkkkkk Kk kK

tgccttactce
tgccttactce

KAk KXKAKKK KKK

GTTGATGTGG
v D V A
GTTGATGTGG
GTTGATGTGA

T
GTTGATGTGA

IR IR IR db db b b b 4

TCCTCCTTCC

TCCTCCTTCC
TCCTCCTTCC
TCCTCCTTCC

kK kkkkhk kK



HW0n g W HWn 4 W HW»n g W HW»n g W H W0 g W H W0 g W

H Wn 4 W

AGAAGGTTTG
AGAAGGTTTG
AGAATGTTTG

AGAATGTTTG
* ok Kk ok ok ok kK x

CACTCTTAGC
CACTCTTAGC
CACTCTTAGC
CACTCTTAGC

*hkkkkk Kk kKK

TTTACCTTTT
-—-——-CCTTTT
TTTACCTTTT

TTTACCTTTT
* Kk kK Kk

ACCAAAGGCT
ACCAAAGGCT
ACCAAGAGCT
ACCAAAGGCT

*kkkkkhkk Kkkh%k

AGAGCACATT
AGAGCACATT
A-AGCACATT

A-AGCACATT
* kokkokok ok ok

TCCTCTCCCA
TCCTCTCCCA
TCCTCTTCCA
TCCTCTCCCA

*kkkkkhkk Kkkh%k

TATTTTCATT
TATTTTCATT
TATTTTCATT

TATTTTCATT
Kk Kk ok koK koK ok

GCTTCTCTCA
GCTTCTCTCA
GCTTCCCTGT
GCTTCCCTGT

kAhkKkk kK kK kK

TTCCAGATGG
TTCCAGATGG
TTCCAGATGG
TTCCATATGG

XKk KkKkKk KKKk K

GCTGTAATCA
GCTGTAATCA
GCTGTAATCA

GCTGTAATCA
* kK kK ok ok koK Kk

TATTTGCTGC
TATTTGCTGT
TATTTGCTGT

TAATACAAGA
TAATACAAGA
TAATGCAACA
TAATGCAACA

kkhkkk Kkkk K

AAATTT-TGT
AAATTTGTAT
AAATTC-CAT
AAATTT-CAC

* Kk Kk kKk

CTGCA
CTGCA
CTGCA

CTGCA
* ok ok Kk k

AGTCCAAAGA

— P5r P3r
GATCCATCTG

—

CCTGCATCTT
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ACTAGTAAAT

AGTCCAAAGA

GATCCATCTG

CCTGCATCTT

ACTAGTAAAT

AGTCCAAAGA

GATCCATCTG

CCTGCATCTT

ACTAGTAAAT

AGTCCAAAGA

GATCCATCTG

CCTGCATCTT

ACTAGTAGAT

kkhkkkhkkk kK Kh*k

CATCTAAATT
CATCTAAATT
CATCCAAATT
AATCTAAATT

Xk Kk Kk KKK

AACCTTTTCC
AACCTTTTCC
AACCTTTTCC

AACCTTTTTC
*kokokkkkk K

CAAGAAAAAA
CAAGAAAAAA
CAA-AAAAAA

AGTTCTGCCT
AGTTCTGCCT
AATTCTGGCT
AGTTCTGCCT

kkhk Kk khkk Kk kK kK

G-CTGGCTTT
GGCTGGCTTT
G-CTGCCTTT
G-CTGGCTTT

* kkk Kkkhkk%k

kAhkKkk Ak KKk kKK

CTGCAATATT
CTGCAATATT
CCGCAATGTT
ACGCAATATT

kKKK kK

CCACCACAAA
CCACCACAA-
CCGCCACAAA

CCACCATAAA
*k kkk kK

AATGGCCATT
AATGGCCATT
TATGGCCATT

TTT-GAGCTG
TTTTGAGCTG
TTT-GGGTTG

TTT-GAGCTG
*kk Kk Kk kK

CCAA-GATGT
CCAACGATGT
CCAA-CATGT
CCAA-CATGT

* Kk kK * Kk kK

kkhk Kk khkkk kK Kx*k

TCTTCACCAT
TCTTCACCAT
TCTTCTCCAT
TATTCTCCAT

* kkk Kkkk%k

GCTCCATGGG
GCTCCATGGG
GCTCCATGGA

GCTCCATAGG
*hkkkkkk X

TTATACCGTT
TTATACCGTT
TTA--CCGTT
TTA--CCGTT

* kK% * Kk Kk Kk k

GTGTATTCGA
GTGTGTTCGA
GTGTATTCGA
GTGTATTCAA
*kKh*x Kk*k ok

— Pbr
AGCTGCTTCC

kAhkKkKhk Ak KKk Kk kK

ATTTAATCTG
ATTTAC----
ATTTAATCTG
ATTTAATCTG

* Kk Kk kk

CATGTACAAC
CATGTACAAC
CATGTACAAC

CATGTACAAC
Kk ok ok Kk ok ok ko

TGCCAATTGC
TGCCAATTGC
TGCCAATTGT
TGCCAATTGC

kKA KkKk KKKk KKK

AGTCAATGCT
AGTCAATGCT
AGTCGATGCT
AGTCAATGCT

kK k Kk kk*k

ATCAATAAAC

AGCTGCTTCC

ATCAATAAAC

AGCTGCTTCC

ATCAATAAAC

AGCTGCTTCC

ATCAATAAAC

*khkkkkhkk Kk kK %k

KAk KAKkK KKKk KK
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ANEXO C - Alinhamento de aminoacidos de metaloproteinases

Alinhamento dos aminoacidos de metaloproteinases do veneno de Bothrops jararaca
comparadas a TOX1 e TOX2 deste estudo. As posicBes de nucleotideos divergentes estdo
em azul. Os diferentes dominios estdo separados por uma linha vertical. As regibes
Cysteine switch, ECD e Regido hiper conservada estédo indicadas por boxes. Em cinza as

cisteinas conservadas. Jararagina (Jara), Bothropasina (Both), Bothrostatina (Bothr).

Peptideo sinal Pré-dominio
TOX1 MIEVLLVTICLAAFPYQGSSIIILESGNVNDYEVVYPPKVTALPKGAVQPKYEDAMQYEFK
TOX2 MIEVLLVTICLAAFPYQGSSIIILESGNVNDYEVVYPPKVTALPKGAVQPKYEDAMQYEFK

Jara = ——mmmmmmmmmmmm e ATRPKGAVQPKYEDAMQYEFK
Both TEVLLVTICLAAFPYQGSSI|ILESGNVNDYEVVYPRKVTALPKGAVQPKYEDAMQOYEFK
HF3 MIQVLLVTICLAAFPYQGSSI[ILESGNVNDYEVVYARKVTALPKGAVQPKYEDTMQYELK

Bothr MIEVLLVTICLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVIYPRKVTALPKGAVQPKYEDAMQYELK

TOX1 VNGEPVVLHLEKNKGLEFSEDYSEITHYSPDDREITTNPLVEDHCYYHGHIENDADSTASIS
TOX2 VNGEPVVLHLEKNKGLEFSEDYSEITHYSPDDREITTNPLVEDHCYYHGHIENDADSTVSIS
Jara VNGEPVVLHLEKNKGLEFSKDYSEIHYSPDGREITTYPPVEDHCYYHGRIENDADSTASIS
Both VNGEPVVLHLEKNKGLEFSKDYSETHYSPDGREITTYPAVEDHCYYHGRIENDADSTASTIS
HE3 VNGEPVVLHLEKNKOLEFSKDYSETHYSPDGREITTYPPVEDHCYYHGRIENDADSTASIS
Bothr VNGEPVVLHLEKNKGLFSKDYSETHYSPDGRKITTNPPVEDHCYYHGRIENDADSTASIS

Cystpinp Switch
TOX1 ACNGLKGHFKLOQRETYFIEPLKLSNSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQrNWKSYEPIK
TOX2 ACNGLKGHFKLOQRETYFIEPLKLSNSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQrNWKSYEPIK
Jara ACNGLKGYFKLQRETYFIEPLKLPDSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQrNWKSYEPIK
Both ACNGLKGHFKLQRETYFIEPLKLSNSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQrNWKSYEPIK
HE3 ACNGLKGHFKLQGETYFIEPLKLPNSEAHAVFKYENVEKEDEVPKMCGVTQI'NWESDEPIK
Bothr ACNGLKGHFKLQGETYLIEPLKLSDSEAHAVFKFENVEKEDEAPKMCGVTQFrNWESYEPIK

Catalitico

TOX1 KASQLVETAEQORYNPYKYVEFFIVVDQGMVTKNNGDLDKIKARMYELANIVNEILRYLY
TOX2 KASQLVLTPEQORYNPYKYVEFFIVVDQGMVTKNNGDLDKIKARMYELANIVNEILRYLY
Jara KASQLAFTAEQQORYPPYKYIEFEFVVVDQGTVTKNNGDLDKIKARMYELANIVNEIFRYLY
Both KASQLVVTAEQQKYNPFRYVELFIVVDQGMVTKNNGDLDKIKARMYELANIVNEILRYLY

HE3 KASQLVVTAEQQORYNHYKYIELVILADYRMVTKNNGDLGKIRTKIYEIVNILNEIFRYLY
Bothr KASQSNLTPEHQR--—--YIELFLVVDHGMEMKYNGNSDKIRRRIHOMVNIMKEAYRYLY
_________ | —_—— | ——— | —— e | —— e | —— | —— |

190 200 210 220 230 240

TOX1 MHAALVGLETIWSNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAID
TOX2 MHAALVGLETIWSNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAID
Jara MEHVALVGLETIWSNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAIDENGPTI
Both MHAALVGLETIWSNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAIDENGPTI
HF3 IRIALVGIEIWSNADLSNVTLSADDTLASFGTWRGTVLLKRKSHDNAQLLTAIDFDGOTT
Bothr IDIALTGVEIWSNKDMINVOPAAPOTLDSFGEWRKTDLLNRKSHDNAQLLTSTDFKDOTT
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TOX1 IHHDTDEFCSCGDYPCIMGP
TOX?2 IHHDTGFCSCGDYPCIMGP
Jara GYAYIGSMCHPKRSVGIVODYSPINLVVAVIMAHEMGHNLGIHHDTGSCSCGDYPCIMGP
Both GYAYIGSMCHPKRSVAIVEDYSPINLVVAVIMAHEMGHNLGIHHDTDECSCGDYPCIMGP
HF3 GIANIASMCNONKSVGVVMDYSPINLVVAVIMAHEMGHNLGINHDTGSCSCGGYSCIMAP
Bothr GLAYWGSMCDPKRSTAVIEDHSETDLLVAVTMAHELGHNLGIRHDTGSCSCGGYSCIMAP

310 320 330 340 350 360

Desintegrina
TOX1 TISNEPSKFEFSNCSYIQCWDFITNHNPQCILNEPLRTDIVSPPVCGNELLEVMGEECDCGT
TOX?2 TISNEPSKFEFSNCSYIQCWDEFIMNHNPQCIINEPLGTDIVSPPVCGNELLEVIGEECDCGT
Jara TISNEPSKFFSNCSYIQCWDFIMNHNPECIINEPLGTDIISPPVCGNELLEVIGEECDCGT
Both TISNEPSKFFSNCSYIQCWDFIMKENPQCILNEPLGTDIVSPPVCGNELLEVIGEECDCGT
HF3 EISDOPSKLESNCSKOAYORYINYYKPQCILNEPLRTDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGS
Bothr VISHDIAKYFSDCSYIQCWDEFIMKDNPQCILNKOLRTDTVSTPVSG-KNEGAGEECDCGT

TOX1 PENCONECCDAATCKLKSGSQCGHGDCCEQCKFSKSGTECRASNSECDPAEHCTGQSSEC
TOX2 PENCONECCDAATCKLKSGSQCGHGDCCEQCKFSKSGTECRASNSECDPAEHCTGQSSEC
Jara PENCONECCDAATCKLKSGSQCGHGDCCEQCKFSKSGTECRASMSECDPAEHCTGQSSEC
Both PENCONECCDAATCKLKSGSQCGHGDCCEQCKFSKSGTECRASMSECDPAEHCTGQSSEC
HFE3 PRNCRDPCCDAATCKLHSWVECESGECCDQCRFKGAGTECRAARSECDIIAESCTGQSADC
Bothr PG---NPCCDAVTCKLRPGAQCAEGLCCDQCREFMKEGTVCRRAR-GDDMDDYCNGISAGC

Rico em Cisteina
TOX1 PADVFHKNGQPCLDNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGADVYEAEDSCFKDNQKGNYYGYCR
TOX2 PADVFHKNGQPCLDNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGADVYEAEDSCFKDNQKGNYYGYCR
Jara PADVFHKNGQPCLDNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGADVYEAEDSCFKDNQKGNYYGYCR
Both PADVFHKNGQPCLDNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGADVYEAEDSCFKDNQKGNYYGYCR
HFE3 PTDDFKRNGQPCLHNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGSNATVAEDGCFEFNENGDKYFYCR
Bothr PRNPFHA-----—-">-""¥"""""""""""""""""""""——————————

490 500 510 520 530 540
Regido hiper conservada
TOX1 KENGKKIPCAPED KDNSPGQONNPCNYYYSSRHEHKGMVLPGTKCAEGKVCSN
TOX2 KENGKKIPCAPED KDNSPGONNPCNYYYSSRHEHKGMVLPGTKCAEGKVCSN

Jara KENGKKIPCAPEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMFYSNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
Both KENGKKIPCAPEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMFEYSNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN

HF3 KOSGVNIPCAQEDVKCGRLFCHT----KKHPCDYKYSEDPDY-GMVDNGTKCADGKVCSN

Bothr --------- -
_________ | —_———— o — | —_———— e — | —_———— e — | ——— e l ——— e l

550 560 570 580 590 600

TOX1 ROCVDVTTAY

TOX2 ROCVDVTTAY

Jara GHCVDVTTAY

Both GHCVDVATAY

HF3 GHCVDVATAY



Tabela de aminoacidos.

ANEXO D - Aminoécidos

2* base

u

C

A

G

1a
base

UUU {Phe/F) Fenilalanina
UUC {Phe/F) Fenilalanina
UUA {Leu/L) Leucina
UUG {Leu/L) Leucina

UCU [Ser/S) Serina
UCC (Ser/S) Serina
UCA [Ser/S) Serina
UCG (Ser/3) Serina

VAU (TyrY) Tirosina
UAC [TyrY) Tirosina
UAA "Ocre” (Stop)

UAG "Ambar" [Stop)

UG {Cys/C) Cisteina
UGC {Cys/C) Cisteina
UGA "Opala” (Stop)

UGG (Trp/W) Triptofano

CUU {Leuw/L) Leucina
CUC {Leuw/L) Leucina
CUA {Leuw/L) Leucina
CUG {Leuw/L) Leucina

CCU {Pro/P) Prolina
CCC {Pro/P) Prolina
CCA [Pro/P) Prolina
CCG (Pro/P) Prolina

CAU (His/H) Histidina
CAC (His/H) Histidina

AL (GIn/Q) Glutamina
CAG {GIn/Q) Glutamina

CGU {Arg/R) Arginina
CGC {Arg/R) Arginina
CGA {Arg/R) Arginina
CGG (Arg/R) Arginina

AU (llef) 1soleucina
AUC (llel) Isoleucina
AUA (llel) Isoleucina
AUG (Met/M} Metionina, Start

ACU (ThrT)Treanina
ACC (ThrT)Trecnina
ACA (ThrT)Treanina
ACG (The/T|Treonina

AAL (Asn/M) Asparagina
AALC (Asn/M) Asparagina
ASA

{Lys/K) Lisina
AAG (Lys/K) Lisina

AGL (Ser/S) Serina
AGC (Ser/S) Serina
AGA (Arg/R) Arginina
AGG (Arg/R) Arginina

GUU (WalV) Valina
GUC (WalV) Valina
GUA Val) Valina
GUG (Val™v) Valina

GCU {Ala/A) Alanina
GCC (Ala/A) Alanina
GCA (Ala/A) Alanina
GCG (Ala/A) Alanina

GAU (Asp/D) Acido aspértico
GAC Asp/D) Acido aspértico

GIuWE} Acido glutamico
GAG (GIWE) Acido glutdmico

!
AA

Glicina
Glicina
Glicina
Glicina

GGU (Gly/G
GGC (Gly/G
GGA [Gly/G
GGG (Gly/G

Pl
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ANEXO E - Sequéncias no GenBank

Sequéncias depositadas no GenBank, referentes aos diferentes dominios e nimeros
de acesso.

Bothrops jararaca 5’ UTR TOX1 — FJ90435
Bothrops jararaca 5’ UTR TOX2 — FJ90436

Bothrops jararaca Pr6-dominio TOX1 — FJ90437
Bothrops jararaca Pro-dominio TOX2 — FJ90438

Bothrops jararaca Dominio catalitico TOX1 — FJ90439
Bothrops jararaca Dominio catalitico TOX2 — FJ90440

Bothrops jararaca Dominio desintegrina TOX1 — FJ90441
Bothrops jararaca Dominio desintegrina TOX2 — FJ90442

Bothrops jararaca Dominio rico em cisteina TOX1 — FJ90443
Bothrops jararaca Dominio rico em cisteina TOX2 — FJ90444

Bothrops jararaca 3’ UTR TOX1 — FJ90445
Bothrops jararaca 3’ UTR TOX2 — FJ90446





