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FARMACOLOGIA

Directo al nicleo:

células en division

en el pulmén de un
pequefio ratén doméstico
se ponen verdes

al producir la proteina
fluorescente cuyo gen
transporto la crotamina
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El cartero
de las celulas

Una proteina del veneno de
la serpiente cascabel penetra en

las células en multiplicacion y tiene
potencial como transportadora
de medicamentos y antitumoral

Publicado en septiembre de 2007

4bil para encontrar personas talentosas, a
quienes deja trabajando en libertad, el qui-
mico Tetsuo Yamane estructuré en Brasil
un grupo de investigacion, con ramifica-
ciones ya en otros paises, que en pocos afios
llevé a la deteccion de las propiedades bas-
tante raras de una proteina del veneno de
una serpiente tipica de la sabana y de la vegetacién
agreste propia del nordeste del pais conocida como
‘caatinga;, la cascabel. La crotamina, tal como se de-
nomina a esa proteina, atraviesa la membrana celu-
lar y transporta genes u otras moléculas hacia el in-
terior y hacia el niicleo de las células —no cualquier
célula, solamente aquéllas que se estain multiplican-
do. Por esta razon, dicha proteina puede usarse en
diagnésticos de enfermedades, para conducir me-
dicamentos y, a juzgar por los experimentos mas re-
cientes, para destruir tumores.

Yamane, quien tiene actualmente 76 afios, est4 al
frente de un laboratorio de biotecnologia en el Ins-
tituto de Investigaciones Energéticas y Nucleares
(Ipen, por sus siglas en portugués) y en el Centro de
Biotecnologia de la Amazonia (CBA), y comenz6 a
crear nuevas vertientes para el estudio de la crota-
mina en 1993, cuando pensaba en regresar a Bra-
sil, luego de 40 afios viviendo en Estados Unidos. Ais-
lada en la década de 1950 por el bioquimico José
Moura Gongalves, la crotamina ya habia sido bas-
tante estudiada, en raz6n de su capacidad de parali-
zar los muisculos de roedores. Cuarenta afios después
parecia no esconder ya grandes enigmas —a no ser
para un quimico, hijo de japoneses, cuya audacia ha-
bia sido nutrida dia a dia por la convivencia con cien-
tificos del nivel de Richard Feyman y Linus Pauling,
durante su carrera de grado y posgrado en el Insti-
tuto de Tecnologia de California (Caltech). Y su ca-
pacidad de formular nuevas preguntas se perfeccio-
n6 atin mas en el transcurso de los casi diez afios
de trabajo con los fisicos del Laboratorio Bell, don-
de se inventaron el transistor, el laser, el circuito in-
tegrado y la comunicacion por satélite. Al conocer la
crotamina, Yamane se dejé llevar por las dudas acer-
ca de los mecanismos, todavia nebulosos en ese en-
tonces, por los cuales esta proteina actiia en el orga-
nismo y por las posibles interacciones de dicha mo-
lécula cuya estructura se asemeja a un dragén de lana.

;La crotamina podria interferir en la divisién de
las células? Fue con esa pregunta que Yamane, desde
1994 instalado en el Instituto Butanta y en aquel ti-
empo trabajando solamente con los bioquimicos
Gandhi Radis-Baptista y Alvaro Prieto da Silva, atra-
jo el interés del bidlogo celular Alexandre Kerkis y
su esposa, la biéloga Irina. Ambos son rusos. Habi-
an trabajado en uno de los mayores centros de inves-
tigacion de Rusia, en la Siberia, antes de que la Peres-
troika fragmentase la estructura de produccién del
conocimiento cientifico por aquellos lugares. Des-
pués de unos tiempos en la Universidad Estadual del
Norte Fluminense, los Kerkis vinieron en 1999 a Sao
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Paulo. Se instalaron en el Instituto de
Ciencias Biomédicas (ICB) de la Univer-
sidad de Sao Paulo (USP) y comenzaron
aestudiar las células madre embrionarias
de los pequefios ratones domésticos. Fue
cuando conocieron a Yamane y, en con-
junto, descubrieron nuevas propiedades
de la toxina que parecia no tener ningu-
na utilidad. En dosis muy bajas, verifi-
caron que la crotamina llegaba rdpida-
mente —en solamente cinco minutos— al
nucleo no sélo de las células madre em-
brionarias de los ratones, sino también
a otros tipos de células.

Erala primera vez que se demostraba
que una proteina hasta entonces vista so-
lamente como una toxina actuaba tam-
bién como cartero celular: atravesaba la
membrana de las células en division y lle-
gaba al nucleo, donde estan los cromoso-
mas. Alld adentro, esta pequena protei-
na se adhiere a los centrémeros, el punto
mediante el cual los cromosomas dupli-
cados se mantienen unidos durante la di-
visién celular. Luego, tan pronto como los
cromosomas se separan en células inde-
pendientes, la crotamina sale de la célu-
la'y permanece en el espacio intercelular,
como a la espera de otro momento para
entrar en accion. Estos resultados, publi-
cados en julio de 2004 en el FASEB Jour-
nal, abrieron otras perspectivas de inves-
tigacién y de uso de esa proteina. “Co-
menzamos a ver a la toxina por otra cara’,
comenta la farmacéloga Mirian Hayashi,
que trabajé con Yamane en el Butanta du-
rante tres aios en el marco de esta in-
vestigacion, al cabo otros tres en el desar-
rollo de farmacos en Japén.

Contra el dolor y los parasitos - Fue
también en el Butanta que otro equipo
encontrd en la cascabel una sustancia con
un poder analgésico 600 veces mayor que
el de la morfina y aparentemente sin efec-
tos colaterales relevantes. En el marco de
un experimento realizado en la USP, el
veneno de la Crotalus durissus terrificus,
que repta por las tierras del sur y del oes-
te de Brasil, fue el que se mostr6 mas efi-
caz contra el pardsito causante de la leis-
hmaniasis, en comparacioén con el de
otras dos subespecies, una tipica de la
‘caatinga), caracteristica del nordeste de
Brasil y otra de las regiones sudeste y cen-
tro oeste del pais. Las fracciones mds ac-
tivas en las pruebas en células y en peque-
nos ratones domésticos fueron la giroto-
xina y la crotamina.
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Estructura de la crotamina:
es el componente mayoritario
del veneno de la cascabel

Componente mayoritario del vene-
no de la serpiente cascabel, la crotamina
es una proteina pequeia. Tiene solamen-
te 42 aminodcidos, casi tanto como la in-
sulina, la hormona de 51 aminodcidos
que controla la cantidad de aztcar en la
sangre. Pero es mds minuscula si se la
compara por ejemplo con la hemoglobi-
na, la portentosa molécula de cuatro ca-
denas de 140 aminoécidos cada una que
transporta oxigeno a todas las células del
cuerpo. Como es pequefia, es compren-
sible que atravesase facilmente la mem-
brana de las células. Pero, ;cémo?

He aqui la respuesta: uniéndose a
moléculas de la superficie celular cono-
cidas como proteoglicanos de heparam-
sulfatos, que transitan por el interior de
la célula. No se trata de un enlace fortui-
to. “El momento en que las células pro-
ducen mds heparam-sulfatos es duran-
te el ciclo reproductivo’, comenta el bio-
quimico Ivarne Tersariol, docente de la
Universidad Federal del Estado de Sdo
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Paulo (Unifesp) y de la Universidad de
Mogi das Cruzes (UMC), también en Sao
Paulo. Tal como ese grupo demostré en un
articulo publicado en el Journal of Biolo-
gical Chemistry, la afinidad entre las mo-
léculas de crotamina con el proteogli-
cano de heparam-sulfato se debe esen-
cialmente a fuerzas electrostéticas: la cro-
tamina es una molécula con carga eléc-
trica positiva y los heparam, negativa.

Sucede que la crotamina no es ente-
ramente positiva: una de sus caras es eléc-
tricamente neutra. Esta peculiaridad ali-
ment6 la perspectiva de unirla a otras
moléculas tanto del lado positivo como
del neutro. Pero atin era solamente teo-
ria, como también era s6lo una hipétesis
la posibilidad de que la crotamina, por
ser positiva, se vinculase al ADN, negati-
vo. Habia indicios de que seria posible;
sin embargo la crotamina podria unir-
se, no directamente, pero a alguna otra
proteina conjugada al ADN.

Para despejar la duda, Mirian conver-
$6 con Vitor Oliveira. Quimico gradua-
do en la Universidad Federal de Sao Car-
los (UFSCar), Oliveira trabajaba en pro-
yectos de andlisis de la estructura de pro-
teinas en una universidad privada. Era ¢l
quien operaba en la Unifesp un aparato
que analiza de qué manera las moléculas
absorben los componentes de un tipo es-
pecial de luz. La respuesta vino en cin-
co minutos, por medio de un gréfico: en
efecto, la crotamina se unia directamen-
te al ADN. Poco después, un experimen-
to del grupo demostré que la crotami-
na podria efectivamente transportar una
forma de ADN circular, conocida como
plasmido, al ntcleo de células del higa-
do, el pulmén y la médula 6sea que se en-
cuentran en multiplicacién constante. El
ADN forastero funcioné normalmente,
como si fuera autdctono, en una de cada
cuatro células: un resultado notable.

Se acumulan también evidencias de
que la crotamina podria estar vincula-
da a la defensa del organismo —y no so-
lamente por formar parte de un veneno.
Su estructura tridimensional es semejan-
te a la de la beta-defensina, una protei-
na hallada en la saliva y en el moco (de la
nariz, por ejemplo) de los seres humanos
y de otros animales. “Moléculas como
ésas forman parte de las primeras defen-
sas de los organismos’, comenta Irina. De
modo similar a las beta-defensinas, la
crotamina podria integrar el sistema in-
mune innato, que funciona intensamen-



te durante el embarazo y en los primeros
meses después del nacimiento, mientras
que el organismo atin no produce anti-
cuerpos contra los microorganismos.
Por ende, las serpientes también usan al-
go de si, pero en cantidades mayores, co-
mo veneno, para defenderse: la glindula
del veneno es una gldndula salivar mo-
dificada, recuerda Mirian. No obstante,
no todas las Crotalus durissus terrificus
producen crotamina. Gandhi Radis-Bap-
tista verificd que todas tienen el gen res-
ponsable de la produccién de la crotami-
na; pero algunas representantes de esta
especie —de hasta 1,5 metros de largo y
facilmente reconocibles por la cola con
un cascabel- producen una proteina con
una estructura similar, llamada crotasi-
na, de efecto atin desconocido.
Rédis-Baptista estd ahora en la Uni-
versidad Federal de Pernambuco, cum-
pliendo lo que parece ser el destino de los
participantes de esta historia: no crear rai-
ces 0, al menos, partir inmediatamente
para encarar trabajos atin mds desafiado-
res. Mirian sali¢ del Butantan hace un
ano, poco después de Yamane, y estd aho-
ra en la Unifesp como docente de farma-
cologfa; Vitor Oliveira dejé la universidad
particular y regresé a la Unifesp como
profesor de biofisica. Irina Kerkis salié de
la USP y estd ahora en el Butanta, mien-
tras que Alexandre Kerkis trabaja ahora
en un laboratorio de una clinica médi-
ca. El bioquimico Fébio Nascimento, que
ejecutd los experimentos con los hepa-
ram-sulfatos, se encuentra hoy en una
empresa de biotecnologia en Suiza.

Incertidumbres por delante - Aun es-
tando distantes, aparentemente no han
perdido las ganas de trabajar juntos en
problemas que tal vez no logren resolver
solos. Extraida y purificada con destreza
por Eduardo Oliveira en la USP de Ribei-
rao Preto, la crotamina forma conjuntos
de dos o tres unidades que reducen su ca-
pacidad de transportar moléculas. Evitar
la formacién de estos agregados quiza sea
mis dificil que producir una version sin-
tética de la crotamina, que evitaria la de-
pendencia de la purificacién del vene-
no de serpientes.

Aunque con mucho trabajo por de-
lante, los investigadores ya negocian con
empresas interesadas en usar tramos de
la crotamina como transportadores de
genes. En 2004 solicitaron la patente de
los usos potenciales de esta molécula por-
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La Crotalus: una esperanza también contra pardsitos como el de la leishmaniasis

que no quieren repetir la historia de otras
moléculas descubiertas por brasilefios
que, por no haber sido patentadas ni con-
tar con el apoyo de empresas, fueron in-
corporadas por otros grupos de investi-
gacion. Ellos saben que tener una paten-
te es solamente uno de los requisitos para
iniciar el largo camino hacia el desarro-
llo de un farmaco.

Mas adelante, si las proximas pruebas
de laboratorio confirman el potencial de
la crotamina, el grupo tendrd otro desa-
fio: producir la molécula en mayor can-
tidad —en escala piloto y, posteriormen-
te, en escala industrial-, de manera tal que
facilite las negociaciones con empresas
o instituciones interesadas en hacer las

pruebas finales, antes de que la molécula
se convierta en un medicamento o en un
marcador para diagnésticos contra el cdn-
cer. “Quien tenga buenas ideas puede en-
trar en contacto’, dice Yamane. “Somos un
grupo abierto”. Poco a poco, Yamane ha
ido atrayendo a otros grupos —de Alema-
nia, Polonia, Estados Unidos y Japén—
para trabajar con la crotamina. “Cada uno
puede hacer su aporte; solo asi es que la
ciencia avanza’, dice, sin abdicar de su arro-
jo, que signd su carrera cientifica: “Linus
Pauling siempre recordaba que, al comen-
zar un trabajo, debemos pensar en cémo
contribuir de manera original”. ]
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