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Resumo

RESUMO

WIEZEL, G. A. Venoma da cascavel brasileira Crotalus durissus terrificus e caracterizacao
de um inibidor recombinante de fosfolipase A>: um possivel adjuvante na terapia do
envenenamento. 2021. 196f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Os acidentes ofidicos no Brasil vém aumentando ano a ano e séo considerados um problema
negligenciado de saude puablica. O Unico tratamento eficaz é a administracdo do soro
antiofidico, mas reaces adversas estdo relacionadas a sua administracdo. A crotoxina, um
complexo de fosfolipases A2 (PLAz), é um dos componentes mais estudados da peconha
crotalica, mas muitos outros componentes sdo menos conhecidos devido a sua baixa
abundancia. Portanto, o presente estudo objetivou a analise do transcriptoma da glandula e do
proteoma da peconha da serpente Crotalus durissus terrificus, bem como a caracterizacao
bioguimica e funcional de um inibidor de PLA: (PLI) recombinante dessa serpente. A biblioteca
de cDNA da glandula de peconha foi construida usando a plataforma Illumina e o seu proteoma
foi investigado atraves de cromatografia liquida de alta resolucéo acoplada a espectrometria de
massas. A integracdo de ambos os conjuntos de dados permitiu a analise do venoma, sendo que
mais de 30 familias de componentes foram identificadas no transcriptoma, das quais 15 também
foram detectadas no proteoma da pegonha. No entanto, poucas familias (PLA2, SVMP, SVSP
e VEGF) sdo relativamente abundantes e apenas 7 transcritos contribuem com ~82% e ~73%
da abundancia no transcriptoma e no proteoma, respectivamente. Também foram identificadas
sequéncias de PLIs, que surgem como uma possibilidade de adjuvante na terapia do
envenenamento. Esses inibidores sdo proteinas geralmente encontradas no sangue de serpentes
que, recentemente, também tém sido identificadas em glandulas de peconha. Sendo assim, o
gene sintético do inibidor CdtPLI-2 foi expresso em células de Pichia pastoris KM71H em
meio BMMY com casaminoacidos 1,5%. A seguir, o PLI recombinante rCdtPLI2 foi purificado
do meio de cultura através de diferentes etapas cromatograficas e ndo foi reconhecido pelo soro
anticrotalico comercial. O sequenciamento amino-terminal confirmou sua expressdo e sua
massa molecular foi determinada por MALDI-TOF (41643,599 Da). A digestdo do rCdtPLI2
com PNGase F/alfa-manosidase permitiu analise de sua glicosilacéo e a retirada total do agucar
deixou a proteina insoltvel. O rCdtPLI2 glicosilado nédo € capaz de inibir PLA; ofidicas, mas
sua digestdo com alfa-manosidase forneceu um inibidor deglicosilado com ag&o inibitdria sobre
PLA:; de diferentes peconhas ofidicas brasileiras, incluindo PLA; acidas e basicas. As PLA>
CB-Cdc e Lmr-PLA: sdo significativamente inibidas a partir da proporcdo de 1:10
(inibidor:toxina). Para a CTx-Cdc, grande inibicao é vista a partir da proporc¢éao 1:5. Além disso,
uma analise preliminar in vivo revelou que o rCdtPLI2 deglicosilado pode ser um agente
promissor na diminuic¢do do edema causado pela CTx-Cdc. O inibidor (brCdtPLI2) também foi
expresso em células de E. coli BL21(DE3)pLysS em meio LB, com inducdo mantida por IPTG
0,5 mM. Posteriormente, o brCdtPLI2 foi isolado do lisado celular através de diferentes etapas
cromatograficas e um ensaio de inibicdo mostrou que ele inibe a acdo enzimatica da CB-Cdc,
apresentando-se promissor na inibigdo de outras PLA; ofidicas e com a vantagem de auséncia
de glicosilagdes. Concluindo, esse trabalho forneceu um banco de dados holistico e abre o
caminho para investigacdes e descobertas de futuros agentes farmacologicos ou alvos na terapia
antivenenos.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus. Cascavel. Venoma. Transcriptoma de glandula de
peconha. Proteoma. Inibidor de PLA>. PLI. Beta-PLI.
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Abstract

ABSTRACT

WIEZEL, G. A. Venome of the Brazilian rattlesnake Crotalus durissus terrificus and
characterization of a phospholipase A> inhibitor: a possible adjuvant in the antivenom
therapy. 2021. 196f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeir&o Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Snakebite accidents in Brazil have increased yearly and are considered a neglected public health
problem. The only effective treatment is the administration of the snake antivenom, but adverse
reactions are related to its administration. Crotoxin, a phospholipases A2 (PLA2) complex, is
one of the most studied components in crotalic venom, but many other molecules are less known
due to its extremely low abundance. Therefore, this study aimed the analysis of the venom gland
transcriptome and the venom proteome of the snake Crotalus durissus terrificus as well as the
biochemical and functional characterization of a recombinant PLA; inhibitor (PLI) from this
snake. The venom gland cDNA library was constructed using the Illumina platform and the
proteome from this gland was investigated through high resolution liquid chromatography
coupled with mass spectrometry. Integration of both datasets allowed the venome analysis,
revealing more than 30 protein families in the transcriptome, of which 15 were also detected in
the venom proteome. However, few families (PLA2, SVMP, SVSP e VEGF) are relatively
abundant and only 7 transcripts correspond to, respectively, ~82% and ~73% of the
transcriptome and proteome. Sequences of PLIs have also been identified, which appear as
possible adjuvant in the antivenom therapy. These inhibitors are proteins usually found in
snakes’ blood, but they gave been detected in venom glands recently. Thus, the CdtPLI-2
synthetic gene was expressed in Pichia pastoris KM71H cells in BMMY with 1.5%
casaminoacids medium. Next, the recombinant PLI rCdtPLI2 was purified from the culture
medium by different chromatographic steps and it was not recognized by the commercial
anticrotalic serum. N-terminal sequencing confirmed its expression, and its molecular mass was
determined by MALDI-TOF (41643.599 Da). rCdtPLI2 digestion with PNGase F/alpha-
mannosidase allowed the analysis of its glycosylation and the protein became insoluble after
total sugar removing. The glycosylated rCdtPLI2 cannot inhibit snake venom PLA;, but its
digestion with alpha-mannosidase provided a deglycosylated inhibitor with and inhibitory
action on PLA; from different Brazilian snake venoms including acid and basic PLA2. The
PLA. CB-Cdc and Lmr-PLA; are significantly inhibited from the ratio 1:10 (inhibitor:toxin).
On the other hand, great inhibition is observed from 1.5 ratio for CTx-Cdc. Besides that, an in
vivo preliminary analysis revealed that the deglycosylated rCdtPLI2 may be a promising agent
in reducing edema caused by CTx-Cdc. The inhibitor (brCdPLI2) was also expressed in E. coli
BL21(DE3)pLysS cells in LB medium, with expression induction maintained by 0.5 mM IPTG.
Subsequently, brCdtPLI2 was isolated from the cell lysate by different chromatographic steps,
and an inhibition assay showed it inhibits the CB-Cdc enzyme action, presenting as a promising
molecule in the inhibition of other snake venom PLA,. Moreover, brCdtPLI2 has advantage
that there is no sugar content in its structure. Concluding, this study provided a holistic database
and paves the way for investigations and discoveries of futures pharmacological agents or
targets in antivenom therapies.

Keywords: Crotalus durissus terrificus. Rattlesnake. Venome. Venom gland transcriptome.
Proteome. PLA: inhibitor. PLI. Beta-PLI.
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Inibidor de protease do tipo Kunitz

L-aminodcido oxidase

Luria Bertani

Espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF
Sitio de clonagem maultipla (multiple cloning site)
PBS-leite
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MPi Inibidor de metaloprotease

MPPE Metalofosfoesterase (Metallophosphosterase)

MS Espectrometria de massas (mass spectrometry)

NGF Fator de crescimento neural (neural growth factor)

NGS Sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing)

NOB 4-Nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid

NSAF Fator de abundancia espectral normalizado (normalized spectral
abundance factor)

ORF Quadro de leitura aberto (open reading frame)

PAS Acido periddico de Schiff

pb Pares de bases

PBS Salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline)

PCR Reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)

PDE Fosfodiesterase (phosphodiesterase)

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth
factor)

pl Ponto isoelétrico

PLA> Fosfolipase A2

PLB Fosfolipase B

PLD Fosfolipase D

PLI Inibidor de fosfolipase Az (phospholipase inhibitor)

PNGase F Peptideo-N-glicosidase F (peptide-N-glycosidase F)

PTMs Modificacdes pds-traducionais (post-translational modifications)

g.s.p. Quantidade suficiente para

RNAmM RNA mensageiro

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecilsulfato de

sodio (polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium
dodecyl sulfate)

SVCP Cisteino-proteases de pegonha de serpente (snake venom cysteine
proteases)

SVMP Metaloproteases de peconha de serpente (snake venom metalloproteases)

SVMPi Inibidor de metaloproteases de peconha de serpente (snake venom

metalloprotease inhibitor)

SVSP Serinoproteases de peconha de serpente (snake venom serine proteases)
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SVVEGF

TAE
TFA
TPM
VEGF

VF
WAP
YNB
YPD
YPDS

Fator de crescimento do endotélio vascular de peconha de serpente (snake
venom vascular endothelium growth factor)

Tris-acetato-EDTA
Acido trifluoroacético
Transcritos por milh&o

Fator de crescimento do endotélio vascular (vascular endothelial growth
factor)

Fator de peconha (venom fator)

Waprina-simile

Base nitrogenada de levedura (yeast nitrogen base)

Extrato de levedura peptona dextrose (yeast extract peptone dextrose)

Extrato de levedura peptona dextrose sorbitol (yeast extract peptone
dextrose sorbitol)
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As peconhas de serpentes sdo misturas de peptideos e proteinas originadas para auxiliar
na paralisacdo e digestdo de presas, afetando diferentes alvos biol6dgicos, como por exemplo,
tecido muscular, componentes do sangue, tecido conjuntivo, cascata inflamatoria, sistema
circulatorio, entre outros (BOLDRINI-FRANCA et al., 2017; BORDON et al., 2020; JUAREZ;
SANZ; CALVETE, 2004).

As serpentes cascavéis compreendem os géneros Crotalus e Sistrurus (UETZ, 2020),
mas apenas o primeiro apresenta exemplares na fauna brasileira. Além disso, o género Crotalus
inclui exclusivamente a espécie Crotalus durissus, que, no Brasil, tem representantes de 7
subespécies: C. d. terrificus, C. d. collilineatus, C. d. cascavella, C. d. ruruima, C. d.
marajoensis, C. d. trigonicus e C. d. dryinas (UETZ, 2020), sendo as duas primeiras as
subespeécies mais prevalentes (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

As peconhas dessas serpentes sdo muito similares entre si, apresentando acéo
neurotdxica, atividade de coagulacdo sobre o fibrinogénio, atividade miotoxica, atividade de
agregacao de plaquetas e inducgédo de edema (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; DA SILVA-
JUNIOR et al., 2020; SANTORO et al., 1999).

A crotoxina € a toxina de maior proporcao em peconhas crotalicas (FAURE et al., 1994),
mas outros componentes ja foram descritos, incluindo crotamina, L-aminoacido oxidase
(LAAO), hialuronidase, lectina e serino e metaloproteases (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010;
CALVETE et al., 2012; CALVETE et al., 2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al.,
2015).

Embora as peconhas/venenos animais estejam intrinsicamente relacionadas a acgoes
deletérias no organismo envenenado, seus componentes também podem apresentar potenciais
biotecnologicos e serem utilizados, por exemplo, como agentes terapéuticos, cosmecéuticos,
adjuvantes e reagentes para ensaios-diagnostico (BORDON et al., 2020). No entanto, grandes
investigacGes nesse campo s6 comecaram a ser realizadas nas Gltimas décadas depois do
isolamento de alguns peptideos da peconha da serpente brasileira Bothrops jararaca, que, apos
varios estudos, serviram como base para o desenvolvimento do Captopril®, uma molécula anti-
hipertensiva que ja foi o medicamento mais utilizado no mundo para o tratamento dessa
condicdo, levando ao faturamento de bilhdes de délares (BORDON et al., 2020; CALVETE,
2009).

Em 2004, a o-conotoxina MVIIA (Ziconitide, Prialt®), um peptideo com 25 residuos de

aminoacidos da peconha de Conus magus, foi aprovada pelo FDA como analgésico para o
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tratamento da dor crénica (MILJANICH, 2004). Outros exemplos, entre varios existentes,
incluem a clorotoxina isolada da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus para o
tratamento de glioma e o exenatida (Byetta®), um secretagogo da insulina utilizado no
tratamento da diabetes do tipo Il aprovado pelo FDA em 2005 (BORDON et al., 2020;
VETTER et al., 2011).

Embora as toxinas animais apresentem grande potencial para aplicacdo terapéutica,
existe uma dificuldade em se estudar toxinas minoritarias principalmente devido ao menor
rendimento desses componentes em etapas de fracionamento das pegonhas. Portanto, os
desafiadores métodos de purificacdo de proteinas guiados por atividade, em adicéo ao laborioso
trabalho e custo, levam a caracterizacdo daqueles componentes que se apresentam em maior
proporcao (SHU, 1998). Nesse cenario, as tecnologias 6micas estdo desempenhando um papel
fundamental ao mudar o foco para toxinas ndo detectadas anteriormente e desvendando a
evolucdo e composicéo de peconhas (BRAHMA et al., 2015; CALVETE, 2012).

1.1.1 Bibliotecas de cDNA

A biblioteca de DNA complementar (cDNA) é um conjunto de copias de DNA que
representa sequéncias de DNA que foram transcritas em moléculas de RNA mensageiros
(RNAm), correspondendo, portanto, a genes codificadores de proteinas. Para a construgdo da
biblioteca, os RNAm transcritos em determinada amostra (tecidos, células ou até mesmo de
individuos inteiros) sdo extraidos e, para cada um, é feita uma copia do DNA, chamada de
cDNA, catalisada pela enzima transcriptase reversa. A fita simples de DNA &, entdo, convertida
para moléculas de cDNA dupla-fita pela enzima DNA polimerase. No método tradicional, o
cDNA é inserido em um vetor de clonagem e cada clone obtido é chamado de clone de cDNA.
A colecdo inteira obtida € chamada de biblioteca de cDNA (ALBERTS et al., 2010).

O método classico empregado no sequenciamento do DNA das coldnias é o0 método de
Sanger, que faz 0 uso de uma reacdo enzimatica. Comecgando com primers aleatdrios curtos,
uma DNA polimerase alonga as fitas complementares. A adi¢do de um dos quatro diferentes
dideoxinucleotideos resulta em uma terminacdo de cadeia detectavel através da emissao de luz
de um fluoréforo acoplado a respectiva base por uma camera, permitindo a identificacdo do
DNA desconhecido (MUTZ et al., 2013; SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

Gisele Adriano Wiezel
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Apos o advento do sequenciamento de cDNA, outras técnicas surgiram para aprimorar
a tecnologia de sequenciamento, sendo, entdo, nomeadas técnicas de sequenciamento de nova
geracdo (do inglés next-generation sequencing, NGS). Tais metodologias ainda utilizam a
deteccdo de fluordforos incorporados as bases nucleotidicas e detecgdo pela respectiva
fluorescéncia, assim como o método de Sanger. Porém, o NGS permite 0 sequenciamento
diretamente do RNA por meio da incorporacdo de bases na transcri¢do apds amplificacdo da
molécula-alvo (RNA) pela reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR)
(MCGETTIGAN, 2013; MUTZ et al., 2013).

A utilizacdo das bibliotecas de cDNA em transcriptomas de glandula de pegonha/veneno
é uma ferramenta poderosa para desvendar seus componentes e VArios compostos com
potenciais aplicacdes biotecnoldgicas ja foram identificados. Como exemplos, podem ser
citados a utilizacdo de glandulas de sapos e serpentes. No caso dos anfibios, destaca-se a
identificacdo de peptideos com atividades anti-protozoaria, anti-cancerigena e anti-HIV nas
glandulas de quatro espécies de sapos - Xenopus laevis, Rana pipiens, Bombina maxima e
Lonicera caerulea (CHEN et al., 2003). Por sua vez, o veneno do sapo brasileiro Phyllomedusa
nordestina é composto por uma mistura de peptideos antimicrobianos, moléculas hipotensoras,
agonistas de receptores opioides e inibidores enzimaticos (NEIVA et al., 2013).

No caso das serpentes, o estudo do transcriptoma das serpentes Lachesis muta e
Crotalus adamanteus revelaram a presenca de importantes familias de proteinas, como, por
exemplo, peptideos potencializadores de bradicinina, serinoproteases, fatores de crescimento,
inibidores de protease do tipo Kunitz, nucleotidases, hialuronidases e proteinas secretorias ricas
em cisteina (CRISP) (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006; ROKYTA et al., 2012).
Adicionalmente, o transcriptoma da glandula de peconha de Micrurus fulvius sugere que a
diversificacdo entre as toxinas parece seguir uma especiacdo que reflete adaptacdo espécie-
especifica (MARGRES et al., 2013) e essa descoberta pode abrir novos rumos nos estudos de
antivenenos mais especificos.

Existem dezenas de transcriptomas de diferentes glandulas de peconhas de serpentes
disponiveis (BRAHMA et al., 2015). Essa abordagem também j& permitiu a identificacdo de
novos componentes na glandula de peconha de C. d. collilineatus, como cardiotoxina, vesprina
e inibidor de fosfolipase A> (PLI) (BOLDRINI-FRANCA et al., 2009). Mais recentemente, a

andlise por NGS, principalmente RNA-seq, tem permitido a identificacdo de RNAs pouco
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expressos de uma maneira mais sensivel, rapida e com menor custo (JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO et al., 2016; SCHUSTER, 2008).

A partir dos dados resultantes de transcriptomas obtidos por NGS, pode-se construir
primers especificos, bem como utilizar ferramentas de engenharia genética para producéo de
proteinas recombinantes para diversos fins. Além disso, a producgdo de proteinas heterdlogas
por sistemas apropriados permite a obtencdo da toxina de interesse em grande quantidade,
possibilitando diversos estudos e descobertas para futuras aplicagdes (BOLDRINI-FRANCA
et al., 2017; BORDON et al., 2020; VETTER et al., 2011).

1.1.2 Andlise protedmica de peconhas e venenos

Outra abordagem para desvendar misturas complexas secretadas por glandulas de
peconhas € o proteoma/peptidoma desenvolvido devido ao advento das tecnologias de
espectrometria de massas (MS) (ESCOUBAS; KING, 2009; ESCOUBAS; QUINTON;
NICHOLSON, 2008). A respeito das peconhas de serpentes, a estratégia “bottom-up”, em que
peptideos/proteinas sdo digeridos anteriormente a uma analise MS, é a mais utilizada e usada
para criar bibliotecas virtuais de compostos naturais para aplicacfes biotecnoldgicas,
melhoramento de antivenenos, previsdo de caracteristicas do envenenamento e, até mesmo,
para analisar divergéncia genética e variacdo geografica (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010;
CALVETE et al., 2012; ESCOUBAS; KING, 2009; SUNAGAR et al., 2016).

Diferentes técnicas de separacdo tém sido empregadas antes e ap0s a digestdo da
amostra para melhorar a relagdo sinal-ruido e a cobertura das proteinas e para reduzir a
interferéncia entre os peptideos (ABD EL-AZIZ; SOARES; STOCKAND, 2020; LOMONTE;
CALVETE, 2017). Entre essas técnicas, destacam-se a eletroforese em gel uni e bidimensional,
a cromatografia liquida de proteinas com diferentes resinas e colunas (principalmente colunas
de fase reversa) e a eletroforese OFFGEL. Apos a separacdo, os peptideos obtidos podem ser
analisados por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF ou de ionizagdo por
eletrospray (ESI) (ABD EL-AZIZ; SOARES; STOCKAND, 2020; LOMONTE; CALVETE,
2017).

Além da estratégia “bottom-up ”, a estratégia “top-down ”, em que a proteina é analisada
de forma intacta por MS, sem uma digestao prévia, tem sido recentemente empregada na analise

protedmica de peconhas, com especial atencdo para a identificacdo de diferentes proteoformas
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em uma mesma peconha (MELANI; NOGUEIRA; DOMONT, 2017; SUNAGAR et al., 2016).
Esse tipo de anélise foi primeiramente utilizado no caso de pegonhas com maior abundancia de
peptideos e pequenas proteinas (ANAND et al., 2014; PETRAS et al., 2015; SUNAGAR et
al., 2016; UEBERHEIDE et al., 2009), mas proteinas maiores ja tém sido identificadas
recentemente através dessa abordagem (GHEZELLOU et al., 2021)

Até 0 momento, ja foram publicados estudos proteémicos de peconhas de mais de 100
espécies de serpentes, mas, embora 63 familias de proteinas ja tenham sido identificadas, mais
da metade dessas familias estd sempre presente em baixa concentracdo (TASOULIS;
ISBISTER, 2017), evidenciando a importancia do estudo de toxinas minoritarias. Embora
alguns grupos ja tenham investigado o proteoma de C. d. terrificus, nenhuma anéalise
transcriptdmica foi publicada até o momento da realizacdo deste trabalho (CALVETE et al.,
2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 2015).

Atualmente, o estado da arte da compreensdo de pegonhas e venenos depende de
tecnologias 6micas e sua integracao para se obter uma visdo holistica de tais amostras. Nesse
sentido, o termo “venomica” foi recentemente lapidado e tem sido atribuido ao uso dessas
tecnologias para desvendar a composi¢do completa de peconhas e venenos (SUNAGAR et al.,
2016).

Sendo assim, este capitulo apresenta a analise de transcriptoma RNA-seq, 0 proteoma
da peconha e a integracdo de ambas as bibliotecas de um espécime de Crotalus durissus
terrificus. Além disso, abre caminho para a descoberta e 0 estudo de proteinas ndo detectadas
anteriormente na peconha de C. d. terrificus e provavelmente envolvidas no processo de

envenenamento.
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Os objetivos desse capitulo incluiram a construcdo de uma biblioteca de cDNA da
glandula de pegonha de C. d. terrificus e a analise protebmica da peconha produzida por essa
glandula, bem como a integracdo dos dados de ambas as abordagens para uma visdo holistica
da pegonha produzida por essa serpente brasileira. Para isso, foram realizados:

v Construcdo da biblioteca de cDNA através do sequenciamento de nova geracgao

v Analise in silico dos transcritos da glandula de peconha

v' Andlise do proteoma da glandula de peconha através de espectrometria de
massas de alta resolucéo

v' Fracionamento da peconha por cromatografia liquida de proteinas e
sequenciamento N-terminal das fracdes de interesse

v Integracdo dos dados obtidos em todas as abordagens realizadas
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A figura 1.1 resume as principais etapas realizadas para analises do transcriptoma da

glandula e do proteoma da peconha de C. d. terrificus.

Transcriptoma da glandula de pegconha ] IZII::ZI [ Proteoma da peconha ]
« Extracio do RNA total » Reducdo, alquilagdo e digestdo da peconha
« Preparo da biblioteca de cDNA * Analise dos peptideos tripticos por
« Sequenciamento da biblioteca de cDNA espectrometria de massas de alta resolucéo
« Trimagem, montagem e anotago dos + ldentificagdo e quantificacdo das proteinas

contigs da peconha
« Quantificacdo dos contigs  Fracionamento da pegonha bruta por
- Analises in silico dos contigs cromatografia liquida de proteinas

» Sequenciamento amino-terminal das
fragdes de interesse

Integragdo dos dados das analises transcriptdmica e protedmica

Figura 1.1. Principais etapas realizadas para analise do transcriptoma e do proteoma de C. d. terrificus.

1.3.1 Crotalus durissus terrificus

O espécime (macho) de Crotalus durissus terrificus (Cdt) foi capturado na regido de
Ribeirdo Preto (21° 10" 36" S, 47° 49’ 15" W) e mantido no Serpentario da Universidade de S&o
Paulo (USP), campus Ribeirdo Preto, de acordo com as diretrizes do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). A glandula de peconha usada
no estudo foi obtida desse mesmo espécime, que produz peconha de coloracdo branca. A
peconha de C. d. terrificus (CdtV) foi extraida através de compressdo da glandula de peconha
trés dias antes da extracdo desta. Em seguida, a peconha foi dessecada e armazenada a -20 °C
até 0 momento do uso.

Para a extracdo da glandula de peconha, o espécime de Cdt foi sacrificado seguindo as
diretrizes ARRIVE. Os experimentos foram revisados e aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP)
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— USP (processo nimero 15.5.256.60.2, ANEXO A). Para este prop6sito, uma dose combinada
dos anestésicos cetamina (10 mg/kg) e pentobarbital (150 mg/kg) de acordo com o peso da
serpente foi aplicada através de acesso intravenoso para sacrificar o animal. A glandula de
peconha foi imediatamente extraida.

1.3.2 Transcriptoma da glandula de pegonha de C. d. terrificus

O transcriptoma da glandula de peconha de C. d. terrificus foi realizado em colaboragéo
com o Professor Carlos Ueira Vieira (Instituto de Biotecnologia, Universidade Federal de
Uberlandia). Para isso, 0 RNA total foi extraido da glandula utilizando o reagente TRIzol®
(Life technologies, EUA) seguindo o protocolo do fabricante e sua integridade e recuperacao
foram avaliadas pelo 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA).

A biblioteca de cDNA foi preparada com o kit TruSeq Stranded mRNA (Illumina, EUA).
Reads paired-end (2x100 pb) foram sequenciadas em duplicata na plataforma Illumina 2500
HiSeq (Illumina) utilizando os kits Truseq SBS v3-HS 200 cycles e Truseq PE cluster v3 cBot-
HS (Illumina).

Reads brutas foram trimadas no Galaxy (BLANKENBERG et al., 2010) — atraves da
ferramenta Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) — para remover sequéncias de
adaptadores e descartar reads pequenas (<60 pb) e de baixa qualidade (Q<22). A analise de
qualidade das reads brutas e trimadas foi realizada pelo software em java FastQC (ANDREWS,
2010).

As reads trimadas de ambas as replicatas foram de novo montadas com a ferramenta
Trinity (GRABHERR et al., 2011) usando os seguintes parametros: k-mer = 31, contig
minimum length = 200, group pairs distance = 500 e path reinforcement = 75. A ferramenta
Transrate (SMITH-UNNA et al., 2016) foi usada para avaliar a qualidade da montagem,
incluindo o mapeamento dos contigs montados, contra 186.068 sequéncias do genoma de
Crotalus horridus (GenBank: LVCR00000000.1) e 4.271 sequéncias das montagens de
transcriptoma shotgun de C. adamanteus (GenBank: GFHW00000000.1, GDBB00000000.1 e
GBEX00000000.1).

Os quadros de leitura abertos (open reading frames, ORFs) foram preditos pelo
Transdecoder (HAAS et al., 2013). Splice junctions foram preditas pelo Tophat (KIM et al.,

2013) e os contigs resultantes foram anotados contra o banco de dados de proteinas nédo
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redundante (NR) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) através do
diamond aligner disponivel na plataforma online Fastannot (BUCHFINK; XIE; HUSON,
2015).

A abundéncia dos contigs foi expressa como “transcritos por milhdo” (TPM) e estimada
pelo Salmon (PATRO et al., 2017; WAGNER; KIN; LYNCH, 2012). As reads trimadas e 0s
contigs montados foram depositados no European Nucleotide Archive — ENA
(http://www.ebi.ac.uk/ena).

1.3.3 Analises in silico dos transcritos da glandula de peconha

As andlises in silico foram realizadas utilizando sequéncias disponiveis no NCBI,
UniProt (UNIPROT CONSORTIUM, 2015) e também as sequéncias montadas a partir do
transcriptoma da glandula de pegonha de Cdt. Alinhamentos de mdaltiplas sequéncias foram
gerados pelas ferramentas Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) ou MultAlin (CORPET,
1988) e editados pelo BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, USA) e/ou ESPript
server (ROBERT; GOUET, 2014). Analises de dominios foram realizadas pelo Modular
Architecture Research Tool (SMART) (LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015).

1.3.4 Proteoma da peconha de C. d. terrificus

1.3.4.1 Andlise protedmica por espectrometria de massas de alta resolucdo

As andlises por espectrometria de massas da peconha de Cdt foi realizada em
colaboracdo com o Prof. Dr. Loic Quinton (Mass Spectrometry Laboratory, Liége Universite,
Bélgica).

Para isso, a peconha branca de Cdt (20 ug) foi dissolvida em solucdo-tampdo NH4sHCO3
50 mM e reduzida com ditiotreitol (DTT) 10 mM. Apds 45 min em 56 °C, a amostra foi
alquilada com iodoacetamida (IAA) 20 mM, por 30 min, na temperatura ambiente, e dentro de
um compartimento escuro. Novamente, DTT 10 mM foi adicionado a amostra para bloquear o
excesso de IAA. A amostra foi mantida por 10 min na temperatura ambiente e dentro de um
compartimento escuro. A peconha foi, entdo, digerida usando um protocolo com duas etapas: a
digestdo durante a noite a 37 °C com tripsina (Thermo Scientific Pierce Trypsin Protease, MS

Grade), na proporc¢do 1:50 (enzima:substrato), sequida por uma segunda digestdo usando as
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mesmas enzima e temperatura, mas na proporc¢ao 1:100, durante 3 h, em acetonitrila (ACN)
80% (concentracdo final). Peptideos tripticos foram dessalinizados usando ZipTip C18 (Merck
Millipore, Alemanha) como descrito previamente (COTTO-RIOS et al., 2012).

O sistema cromatografico 2D NanoAcquity UPLC (Waters, Reino Unido) foi equipado
com a coluna capilar monolitica PepSwift (100 um x 25 cm, Thermo Scientific) equilibrada
com solucdo A (&cido férmico 0,1%). Os peptideos foram eluidos em 97 min seguindo um
gradiente (3-70%) de solucdo B (ACN 99,8% e &cido férmico 0,1%) sob vazdo de 1 puL/min.
Todas as analises de espectrometria de massas foram feitas no espectrdmetro Q Exactive™ Plus
(Thermo Scientific) em uma aquisi¢do dependente de dados, que automaticamente realizou 0s
experimentos de MS/MS nos 12 ions mais intensos de cada varredura MS. Espectros MS de
alta resolucéo foram adquiridos com resolucéo de 70.000 (em m/z 200) e controle automatico
de ganho alvo (automatic gain control targe, AGC target) de 3e6. Subsequentemente, espectros
HCD MS/MS foram adquiridos no analisador Orbitrap com resolucdo de 17.500, AGC target
de 1e5, energia de colisdo normalizada de 25 e janela de isolamento de +2 m/z.

Os dados brutos foram submetidos ao software Peaks 8 (Bioinformatics Solutions Inc.,
Canada), para realizacdo do sequenciamento automatico de novo dos fragmentos tripticos,
gerando marcadores de sequéncia (sequence tags) de alta qualidade. Essas sequéncias foram
utilizadas pelo algoritmo do Peaks para pesquisa em dois bancos de dados: i) 0 banco de dados
do UniProt (UNIPROT CONSORTIUM, 2015) contendo 67.053 sequéncias encontradas com
a palavra-chave “Serpentes (taxid: 8570)” e acessado no dia 05/07/2017; ¢ ii) o banco de dados
do transcriptoma de Cdt contendo as 97.474 sequéncias montadas obtidas neste estudo. Para
ambos os bancos de dados, foram utilizadas duas diferentes abordagens: “PEAKS database
search” e “SPIDER”. A tolerancia de massa foi configurada em 10 ppm e 0,5 Da para os ions-
pai e fragmentos, respectivamente. Oxidacédo (His, Trp e Met) e formacéo de piro-glutamato N-
terminal (Glu, GlIn) foram configurados como modificacBes variaveis enguanto
carbamidometilacdo (Cys) foi mantida como modificacdo fixa. A confianca local média
(average local confidence, ALC) foi estabelecida em >70%. Um banco de dados decoy foi
usado para calcular o false discovery rate (FDR) configurado para ser <1%. Foram considerados
como proteinas as sequéncias com pelo menos 1 peptideo Unico e sua abundancia foi estimada
pelo “normalized spectral abundance factor” (NSAF) (ZYBAILQV et al., 2006).
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1.3.4.2 Fracionamento da pegconha de Cdt e sequenciamento N-terminal

A peconha bruta de Cdt foi dissolvida em uma solucdo de ACN 5% e &cido
trifluoroacético (TFA) 0,05%, centrifugada (13,000 xg, temperatura ambiente, 10 min), e 0
sobrenadante contendo 2 mg de proteina foi aplicado em uma coluna de fase reversa com resina
C18 Vydac 218MS (5 pm, 250 x 4.6 mm, GRACE, EUA). As fragdes foram monitoradas em
214 nm pelo sistema Akta UPC-900 (GE Healthcare, Suécia) e eluidas exatamente como
previamente descrito (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010). O sequenciamento N-terminal das
fracdes de interesse foi realizado no sequenciador automatico de proteinas PPSQ-33A
(Shimadzu Co., Japdo) através do método da degradacdao de Edman (EDMAN; BEGG, 1967).
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1.4.1 Andlise geral do perfil de expressdo da glandula de pegconha e seu proteoma

Foi sequenciado um total de 126.795.246 e 113.366.578 de reads brutas de cada
replicata, considerando ambas as reads (forward e reverse). A analise de qualidade revelou que
a maioria das sequéncias apresentou Phred score maior que 30 em ambas as replicatas. Apos a
etapa de trimagem, foram obtidos 124.192.676 e 110.401.122 reads de alta qualidade de cada
replicata, que foram montados de novo em 97.474 contigs. A distribuicdo do tamanho dos
contigs foi de 201-28.989 pb, com um tamanho médio de 872,67 pb. Destes, 76.077 contigs
(78%) foram mapeados no genoma de C. horridus enquanto 10.308 contigs (11%) foram
encontrados no transcriptoma de C. adamanteus.

A ferramenta TransDecoder fez a predicdo de 31.135 ORFs entre todos os contigs
montados e 13.643 contigs foram funcionalmente anotados. Aproximadamente 96% dos
contigs representam proteinas celulares (Figura 1.2A-inserto), principalmente relacionadas ao
metabolismo celular, incluindo processos de transcricdo e traducdo, como revelado pela
distribuicdo seguindo a classificacdo de ontologia génica (GO, APENDICE). Os componentes
de peconha correspondem a 2,6% do total de transcritos anotados (Figura 1.2A-inserto) e foram
agrupados em diferentes familias de proteinas (Figura 1.2A). A abundancia dos transcritos na
glandula de peconha de Cdt foi resumida para melhor visualizacdo na Figura 1.2B e esta
detalhada nas tabelas 1.1 e 1.2.
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Figura 1.2 — O transcriptoma da glandula de peconha de C. d. terrificus. A) Distribuicdo dos transcritos
relacionados aos componentes da peconha. Os transcritos foram agrupados em diferentes familias de proteinas.
Inserto: visdo geral da distribuicdo dos transcritos. B) Estimativa da abundancia de cada familia de proteinas da
peconha no transcriptoma. Inserto: visdo geral da abundancia de todos os transcritos. Abreviagdes: 3FTx: toxina
three-finger; 5°-NT: 5’-nucleotidase; AChE: acetilcolinesterase; BPP/C-NP: peptideo potencializador de
bradicinina/peptideo natriurético do tipo C; CPi: inibidor de CysProt; CRISP: proteina secret6ria rica em cisteina;
CysProt: cisteino-protease; DPP: dipeptidil peptidase; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; LAAO: L-
aminoécido oxidase; MPi: inibidor de metaloprotease; MPPE: metalofosfoesterase; NGF: fator de crescimento
neural; PDE: fosfodiesterase; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; PLA,: fosfolipase A2; PLB:
fosfolipase B; PLD: fosfolipase D; PLI: inibidor de PLA,; SVMP: metaloproteases de pegonha de serpente; SVSP:
serinoproteases de pegonha de serpente; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular; WAP: waprina-simile.
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Tabela 1.1 — Viséo geral do venoma de C. d. terrificus. A abundancia esta expressa como TPM
no transcriptoma da glandula de peconha e como NSAF no proteoma da pegonha.

Abundéancia no Abundancia no proteoma da peconha (%) de
i transcriptoma acordo com cada banco de dados e abordagem
Proteina TPM TPM Serpentes Transcriptoma (este estudo)
(valor absoluto) (%) PEAKS SPIDER PEAKS SPIDER
Componentesda g, )705 053 22,4804 97,048 98,636 89,220 85,669
peconha
Proteinas celulares ~ 1858640,501 76,7045 2,952 1,364 2,257 3,842
Ndo caracterizados 755 550 (8152 . . 8,523 10,489

ou determinados

TPM: transcritos por milh&o; NSAF: normalized spectral abundance factor.

Os transcritos de proteinas celulares somam ~76% dos transcritos totais em abundancia
enquanto aqueles relacionados a componentes da peconha correspondem a ~22% (Tabela 1.1,
Figura 1.2B-inserto). Entre os transcritos relacionados a peconha, mais de 96% codificam
fosfolipase Az (PLA:), metaloproteases de peconha de serpente (SVMP), serinoproteases de
peconha de serpente (SVSP), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e lectina.
Além disso, apenas a PLA: é responsavel pela abundancia de ~75% entre os componentes da
peconha, constituindo-se a familia de maior representagédo (Figura 1.2, Tabela 1.2). Os valores
de TPM para cada familia de componente da peconha estdo listados na Tabela 1.2.

As reads trimadas estdo disponiveis no repositério de dados do ENA sob o0 nimero de
acesso de estudo PRJEB1986 (http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRIEB19865). Os contigs
de interesse montados (com tamanho superior a 200 pb) foram atribuidos aos acessos
HAGKO01000001-HAGK01000074 e HALL01000001-HALL01000005. A Tabela 1.3
apresenta as caracteristicas preditas para essas sequéncias, nomeadas seguindo a estrutura “Cdt
+ classe de proteina + isoforma” como o exemplo CdtHyal, que significa “hialuronidase 1 de

C. d. terrificus”.
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Tabela 1.2 — Abundéancia de cada familia de componentes da peconha no transcriptoma e no
proteoma de C. d. terrificus.

Abundancia no Abundéncia no proteoma da pegonha (%)
transcriptoma segundo cada banco de dados
Familia de proteina TPM TPM Serpentes Transcriptoma

(este estudo)
PEAKS SPIDER PEAKS SPIDER

(valor absoluto) (%)

Acetilcolinesterase 11,496 0,0021 - - - -
Aminopeptidase 1871,335 0,3435 0,004 0,001 0,016 0,003
Angiogenina 626,237 0,1150 - - - -
BPP/C-NP 1219,828 0,2239 0,011 0,003 - -
Carboxipeptidase 849,244 0,1559 0,035 0,010 0,073 0,173
CPi 3462,089 0,6356 - - - -
CRISP 0,821 0,0002 - - 0,032 0,007
CysProt 108,814 0,0200 - - - -
Desintegrina - - 0,227 0,946 - -
Dipeptidilpeptidase 910,689 0,1672 - - - -
FGF 187,855 0,0345 - - - -
Hialuronidase 1233,961 0,2265 0,045 0,012 0,085 0,235
Tipo Kazal 0,499 0,0001 - - - -
Tipo Kunitz 1286,222 0,2361 - - - -
LAAO 166,597 0,0306 - - - -
Lectina 10656,487 1,9563 0,026 0,007 0,042 0,009
Lipase 1840,323 0,3378 - - - -
MPi 351,596 0,0645 - - - -
Metalofosfoesterase 1,516 0,0003 - - - -
NGF 116,336 0,0214 0,152 0,060 - -
PDE/5'-NT 3191,833 0,5860 0,398 0,208 1,101 0,647
PDGF 1,151 0,0002 - - - -
PLA:; 411785,200 75,5951 89,431 90,184 56,235 52,900
PLB 450,792 0,0828 0,044 0,012 0,192 0,184
PLD 109,919 0,0202 - - - -
PLI 934,652 0,1716 0,073 0,028 0,464 0,303
Serpina-simile 113,719 0,0209 - - - -
SVMP 53674,420 9,8535 5,875 5,505 15,903 32,013
SVSP 37468,393 6,8784 1,426 0,749 22,238 11,450
Toxina 3-finger 311,030 0,0571 - - - -
Vipericidina 207,782 0,0381 - - - -
VEGF 10337,152 1,8977 2,251 2,276 3,620 2,077
Venom factor 178,269 0,0327 - - - -
Vesprina 284,155 0,0522 - - - -
Waprina-simile 774,639 0,1422 - - - -

A abundancia esta expressa como TPM (transcritos por milhdo) no transcriptoma e como NSAF (normalized spectral
abundance factor ). A porcentagem dos transcritos relacionados a toxinas foi calculada considerando 100% a soma dos
TPMs individuais.
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Tabela 1.3 — Predigdo das caracteristicas de contigs montados a partir do transcriptoma de C.
d. terrificus.

Peptideo

Familig da Nome da proteina Acesso Tgma}n_h 0 ,sinalb m';/llssli?ar
proteina (aminoacidos) (nun[lero de (Da)*
residuos)
SVSP CdtspP23 HAGK01000001 372 19 40285,02
SVCP CdtCysProtl HAGK01000002 393 nd 44486,57
CLP Snaclec crotocetin 2 HAGK01000003 148 23 14482,48
CLP Snaclec crotocetin 3 HAGKO01000004 148 23 14482,48
CLEC CdtGALEC1 HAGK01000005 171 nd 19154,95
CLEC CdtGALEC2 HAGK01000006 109 nd 11991,10
CLEC CdtGALEC3 HAGK01000007 73 nd 8050,96
CLEC CdtCLEC1 HAGK01000008 161 22 15895,64
CLEC CdtCLEC2 HAGK01000009 161 22 15798,48
CLEC CdtCLEC3 HAGK01000010 158 23 15849,78
PLB CdtPLB1 HAGK01000011 553 nd 64104,22
PLB CdtPLB2 HAGK01000012 520 nd 60433,91
PLB CdtPLB3 HAGK01000013 566 21 61389,56
PLD CdtPLD1 HAGK01000014 245 nd 28624,08
PLD CdtPLD2 HAGKO01000015 294 nd 33309,22
PLD CdtPLD3 HAGK01000016 103 nd 12039,81
KUN CdtKunitz-typel HAGK01000017 252 20 25916,37
KUN CdtKunitz-type2 HAGK01000018 513 25 54989,85
KUN CdtKunitz-type3 HAGK01000019 96 25 7459,24
KAZ CdtKazal-type HAGK01000020 196 nd 21831,70
Serpin CdtSerpin-like - 54 nd 5990,87
Serpin CdtNeuroserpin HAGK01000021 162 nd 18613,90
CYS CdtCystatinl HAGK01000022 139 22 13242,06
PLI CdtPLI1 HAGK01000023 172 19 17132,37
PLI CdtPLI2 HAGK01000024 332 23 35043,12
PLI CdtPLI3 HAGK01000025 332 23 35010,11
PLI CdtPLI4 HAGK01000026 237 nd 25238,50
PLI CdtPLI5 HAGK01000027 231 nd 24479,74
svMPI CdtMPil HAGK01000028 212 24 21676,16
svMPI CdtMPi2 HAGK01000029 206 18 21676,16
svMPI CdtMPi3 HAGK01000030 220 26 21749,82
El CdtWPIKN HAGK01000031 509 nd 57125,26
5°-NT Cdt5'-NT1 HAGK01000032 588 nd 64697,06
5-NT Cdt5’-NT2 HAGK01000033 570 nd 65659,33
PDE CdtPDE1 HAGK01000034 887 nd 101279,98
PDE CdtPDE2 HAGK01000035 859 nd 98202,64
PDE CdtPDE3 HAGK01000036 898 nd 102183,89
sVVEGF CdtVEGF1 HAGK01000037 192 26 19497,52
sVVEGF CdtVEGF2 HAGK01000038 148 26 14239,50
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o Pepﬁdf ° Massa
Fam'“? da Nome da proteina Acesso T?m?”.ho ,smal molecular
proteina (aminoécidos) (nunjero de (Da)?
residuos)
sVVEGF CdtVEGF3 HAGK01000039 421 16 45888,43
sVVEGF CdtVEGF4 HAGK01000040 144 24 13558,63
FGF CdtFGF fragment 1 HAGK01000041 105 nd 11763,38
FGF CdtFGF fragment 2 HAGK01000042 189 nd 21822,83
FGF CdtFGF fragment 3 - 27 nd 2807,05
Hyal CdtHyal HAGK01000043 449 20 49629,83
Hyal CdtHya2 HAGK01000044 449 20 49672,86
Hyal truncated CdtHya3 HAGK01000045 339 20 36859,77
Hyal CdtHya4 HAGK01000046 177 nd 20839,87
Hyal CdtHya5 HAGK01000047 343 nd 40013,77
Hyal CdtHyab6 HAGK01000048 470 nd 53929,64
CRISP CdtCRISP-1 HAGK01000049 240 19 24670,96
CRIP CdtCRIP1 HAGK01000050 207 nd 22865,27
CRIP CdtCRIP2 HAGK01000051 78 nd 8821,07
CRIP CdtCRIP3 HAGK01000052 106 nd 11926,80
CGRP CdtCGRP HAGK01000053 71 nd 7546,57
CHRP CdtCHRP HAGK01000054 145 nd 17020,67
LAAO Bordonein-L HAGKO01000055 516 18 56925,51
Vespryn CdtVespryn HAGK01000056 218 nd 24207,88
3FTx Cdt3FTx HAGK01000057 86 21 7233,26
Vipericidin CdtVipericidin HAGK01000058 125 22 11292,57
Waprin-like CdtWAP-like HAGK01000059 78 nd 8451,08
VF CdtVF fragment 1  HAGKO01000060 90 nd 9803,31
VF CdtVF fragment2 HAGKO01000061 148 nd 16571,84
VF CdtVF fragment3 HAGKO01000062 67 nd 7675,86
VF CdtVF fragment4  HAGKO01000063 122 nd 13274,38
VF CdtVF fragment5 HAGKO01000064 135 nd 14927,89
VF CdtVF fragment6  HAGKO01000065 319 nd 35407,49
VF CdtVF fragment 7 HAGK01000066 133 nd 14913,96
VF CdtVF fragment8 HAGKO01000067 400 nd 45774,90
MPPE CdtMPPE1 HAGK01000068 190 nd 21693,33
MPPE CdtMPPE2 HAGK01000069 106 nd 11842,64
AP CdtAPA HAGKO01000070 958 nd 109861,72
APN CdtAPN1 HAGK01000071 980 nd 110858,12
DPP CdtDPPII HAGKO01000072 358 19 38302,10
DPP CdtDPPIV HAGKO01000073 81 nd 9287,43
Lipase CdtLIP1 HAGKO01000074 101 nd 11570,90
Lipase CdtLIP2 - 35 nd 4028,84
FGF CdtFGF HALL01000001 221 nd 25679,48
AChE CdtAChE HALL01000002 609 nd 69199,49
CBP CdtCBP1 HALL01000003 480 22 51655,72
CBP CdtCBP2 HALL01000004 541 nd 61622,91
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Peptidfo Massa
Fam'“? da Nome da proteina Acesso T?m?”.ho ,smal molecular
proteina (aminoéacidos) (numero de (Da)?
residuos)
PLA; CdtPLA; (group 1ID) HALL01000005 145 20 14323,42

Sequéncias contendo mais 200 pb foram submetidas ao European Nucleotide Achive.

@ Massa molecular predita(GASTEIGER et al., 2005) desconsiderando a sequéncia do peptideo sinal

b O peptideo sinal foi predito pela ferramenta SMART (LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015)

AbreviacBes: nd: ndo determinado; svSP: serinoproteases de peconha de serpente; svCP: cisteinoprotease de
peconha de serpente; CLP: proteina lectina do tipo-C-simile; CLEC: lectina do tipo-C; PLB: fosfolipase B; PLD:
fosfolipase D; KUN: inibidor de protease do tipo Kunitz; KAZ: inibidor de protease do tipo Kazal; PLI: inibidor
de fosfolipase Az; svMPI: inibidor de metaloproteases de peconha de serpente; El: inibidor enzimatico; CYS:
cistatina; 5’-NT: nucleotidase; PDE: fosfodiesterase; svWEGF: fator de crescimento do endotélio vascular de
peconha de serpente; FGF: fator de crescimento de fibroblasto; Hyal: hialuronidase; CRIP: proteina intestinal rica
em cisteina; CRISP: proteina secretoria rica em cisteina; CGRP: proteina rica em cisteina e glicina; CHRP:
proteina rica em cisteina e histidina; LAAO: L-aminoacido oxidase; 3FTx: toxina three-finger; VVF: venom factor;
MPPE: metalofosfoesterase; APA: aminopeptidase A; APN: aminopeptidase N; DPP: dipeptidilpeptidase; AChE:
acetilcolinesterase; PLA,: fosfolipase Az; CBP: carboxipeptidase.

Os resultados de MS/MS foram pesquisados contra dois bancos de dados (“Serpentes”
e o transcriptoma de Cdt obtido neste estudo) e a abundancia das proteinas identificadas foi
estimada utilizando o metodo NSAF. Os componentes presentes na pegonha foram
identificados usando as abordagens PEAKS database search e SPIDER no software Peaks para
ambos os bancos de dados descritos acima. A primeira abordagem permite a identificacdo de
sequéncias de peptideos idénticos ao banco fornecido ou que apresentem algumas modificacdes
pré-definidas (por exemplo, carbamidometilacdo de Cys, oxidacdo de Met/Trp, deamidacédo de
N/Q) incorporando resultados de sequenciamento de novo (ZHANG et al., 2012). Por outro
lado, utilizando o SPIDER, é possivel identificar mutacdes e modificacbes pos-traducionais
(PTMs) em peptideos assim como buscas por homologia (HAN; MA; ZHANG, 2005).

Os resultados obtidos de ambos os bancos de dados foram filtrados, aceitando apenas
proteinas com, pelo menos, 1 peptideo unico e FDR <1% para evitar redundancia nas
identificacbes devido a peptideos compartilhados por diferentes isoformas de proteinas
(NESVIZHSKII; AEBERSOLD, 2005). E interessante lembrar que, uma vez que peconhas de
serpentes sdo compostas por muitas proteoformas altamente similares entre si (MELANI et al.,
2016), essa escolha pode desconsiderar aquelas proteinas com alto grau de identidade cujo
peptideo Unico pode nédo ser detectado.

Além disso, neste estudo, o uso da abordagem SPIDER gerou a identificacdo de grande
nimero de espectros, peptideos e proteinas, que permitiriam a avaliacdo de PTMs e

substituicdes de aminoacidos. No entanto, resultados falso positivos ainda foram detectados
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mesmo apos checagem manual dos resultados e configuracdo do FDR <1%. Portanto, a
abordagem PEAKS database search foi a escolhida para expressar os resultados em relagéo aos
transcritos identificados na pegonha.

Proteinas ndo caracterizadas ou ndo determinadas foram identificadas apenas utilizando
0 banco de dados do transcriptoma e variou de 8,5-10,5% do proteoma da pegonha (Tabela 1.1).
Proteinas celulares foram pouco abundantes na peconha (1,3-3,9%), sendo a maioria do
proteoma (85-99%) composto por verdadeiros componentes da peconha/toxinas (Tabela 1.1).

Entre os componentes da peconha, existe uma dominancia da familia de PLA>
(predominantemente cadeias acidas e basicas da crotoxina), SVMP (principalmente classes P-
Il e P-11I), SVSP (em especial, enzimas trombina-simile) e VEGF (VEGF-A e VEGF-F).
Componentes minoritarios da pegonha incluem a familia das fosfodiesterases e 5’-nucleotidases
(PDE/5’-NT), aminopeptidase, peptideo potencializador de bradicinina/peptideo natriurético do
tipo C (BPP/C-NP), carboxipeptidase, desintegrina, hialuronidase, lectina, fator de crescimento
neural (NGF), fosfolipase B (PLB) e inibidor de PLA> (PLI). A abundancia de cada classe de
proteinas usando ambos os bancos de dados e abordagens esta resumida na Tabela 1.2 e foi
comparada a abundancia no transcriptoma.

Também foram investigados quais transcritos identificados no estudo foram
verdadeiramente expressos no proteoma. A Tabela 1.4 mostra todos os transcritos relacionados
a peconha identificados no proteoma, incluindo os transcritos que compartilham o mesmo grupo
de peptideos. Para esses ultimos, o NSAF foi calculado apenas uma vez para evitar a
duplicidade no célculo da abundancia.

Entre os 7 transcritos mais expressos relacionados a componentes da peconha
(destacados em negrito na Tabela 1.4), estdo 4 transcritos codificadores de PLA2 responsaveis
por 74% do TPM das proteinas da peconha e 56% da abundéncia no proteoma. Os outros 3
transcritos pertencem as familias SVMP, SVSP e VEGF e correspondem juntos a ~7% do TPM

e ~17% das proteinas da peconha.
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Tabela 1.4 — Transcritos relacionados a componentes da peconha identificados no proteoma.

- . NSAF (%

Proteina 'de”t'f('t‘;g‘r?ggr?&tlr[";‘)”sc”to TPM  TPM (%) Tazgz;‘ho -10lgP  #Pep  #Unique CO?g/g;“ra #SPec Transorito (Fim”ia PTM

individual

PLA; (CA) TRINITY_DN18351_cl4 gl il 135504000 24,8921 1045 467,88 121 95 32 999 26610 56235 1
PLA; (CB) TRINITY_DN18351 ¢4 gl il 160754000 295110 202 3021 49 15 98 142 19568 1
PLA; (CB) TRINITY_DN18351_cl4 g2 il 59126200 10,8543 688 24079 23 22 20 58 2.347 1
PLA, (basica) TRINITY_DN18351 cl4 gl i2 ~ 49677,500 91197 205 19589 10 6 37 55 7.468 1
PLA; (CA) TRINITY_DN5367_c1_g1_il 210335 00386 230 4881 1 1 21 2 0.242 1
SVMP (P-11) TRINITY_DN15400_c0_g7_il ~ 28497,200 52315 1550 41198 105 82 51 564 10129 15903 1
SVMP TRINITY_DN15400_c0_g3 il 6833500 12545 1208 30634 28 14 25 55 1.267 1
SVMP (P-11) TRINITY_DN34943_c0_g1_il 202683 00372 533 20756 12 10 47 29 1515 1
SVMP (P-11) TRINITY_DN34943_c0_g2_il 449301 00825 531 20756 12 10 47 29 1
SVMP (P-11) TRINITY_DN12419_c0_g6_il 131,508 00241 477  187.84 10 3 25 19 1.109 1
SVMP (P-11) TRINITY_DN12419_c0_g3 il 118355 00217 476  187.84 10 3 25 19 1
SVMP TRINITY_DN19179_c0_g1 il 643806 01182 415 16116 8 6 46 13 0.872 1
SVMP (P-11) TRINITY_DN11324_c0_g3 il 42432 00078 217 12705 4 1 36 6 0.770
SVMP (P-11) TRINITY_DN11324_c0_g3 i2 110625 00203 220 12705 4 1 35 6
SVMP (P-11) TRINITY_DN11324_c0_g4_il 636,073 01168 236 12705 4 1 33 6
SVMP (P-11) TRINITY_DN11324_c0_g1 il 705441 01295 240 12705 4 1 32 6
SVMP (P-11) TRINITY_DN11324_c0_g2_il 142533 00262 241 12705 4 1 32 6
SVMP (P-11) TRINITY_DN20611_c0_g1 il 349935 00642 460 6273 2 2 10 4 0.242 1
SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_ill 112305 00206 627 22767 17 3 44 43 1909 22238 1
SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i12 547,086 01004 686  227.67 17 3 40 43 1
SVSP (giroxina) ~ TRINITY_DN18351 c16_g4_il5 122,416 00225 474 19557 15 2 59 30 1.762 1
SVSP giroxina) ~ TRINITY_DN17493_c6_g9_il 3279,220 06020 216 18431 12 7 88 30 3.866 1
SVSP (giroxina) ~ TRINITY_DN18351 c16_g4_il2 149245 00274 451 16812 11 3 38 23 1.420 1
SVSP TRINITY_DN18351_c16_g3_i1 203671 00374 295 16637 8 1 82 18 1.698 1
SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i2 261,470 00480 281 164,78 10 1 34 18 1.783 1
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e . NSAF (%
Proteina 'de”t'f('t‘;g‘r?ggr?&tlr[";‘)”sc”to TPM  TPM (%) Tazgz;‘ho -10lgP  #Pep  #Unique CO?g/g;“ra #Spec Transorito (Fim”ia PTM
individual

S?;;Eﬁggﬁg; 9 TRINITY DN15864 c2 g4 i6 449,184  0,0825 257 159,19 7 1 40 21 2.275 1
SVsp TRINITY_DN16107 c0_gl il 250,749 00460 406 147,71 7 1 33 20 1371 1
SVSP (giroxina)  TRINITY_DN18351 c16 g4 i5  1256,900  0,2307 360 13225 5 1 51 10 0.773 1
SVsp TRINITY_DN15864 c2 g4 i8 197,504  0,0363 541 15731 6 4 34 11 0.566 1
SvspP TRINITY_DN15864_c2_g4 il 155,806  0,0286 600 157,31 6 4 31 11 1
SVspP TRINITY_DN12477 ¢2 gl i5 420,980  0,0773 376 11682 6 4 23 9 0,666 1
SVsp TRINITY_DN15864 ¢2 gl il 0177 0,000 240 11237 5 2 42 5 0,580 1
SVsp TRINITY_DN15864 ¢c2 g3 il 1112220  0,2042 240 11237 5 2 42 5 1
SVSP (giroxina)  TRINITY_DN555 c0 gl il 1747,070  0,3207 216 11113 5 2 38 12 1546 2
3}’1 ?IF;)(tmmb'”a' TRINITY_DN15888_c0_g2 il 0614 00001 208 10756 4 1 29 8 1.071 1
Svsp TRINITY_DN15888_c0_g7_il 105,866  0,0194 213 10756 4 1 28 8 1
Svsp TRINITY_DN15888_c0_g3 il 917,645  0,1685 229 10756 4 1 26 8 1
Svsp TRINITY_DN15888_c0_g5_il 917,645  0,1685 229 10756 4 1 26 8 1
Svsp TRINITY_DN15888_c0_g6_il 718,620  0,1319 234 10756 4 1 26 8 1
SVSP (rhinocerase) TRINITY_DN15888_c0_g5_i2 393,116  0,0722 370 10756 4 1 16 8 1
svsp TRINITY_DN15864 _c2_g5_il 98,125  0,0180 237 76,84 2 1 28 3 0.352 1
SvspP TRINITY_DN16107 c1_gl il 226,925  0,0417 228 66,14 2 1 24 3 0.366 1
svsp TRINITY_DN18363_c10_g4 i2 944143  0,1733 358 487 1 1 9 3 0.233

svsp TRINITY_DN17760_c0_g1_il 147,480  0,0271 202 487 1 1 16 3

SVspP TRINITY_DN18363_¢c10_g4 il 142,039  0,0261 344 487 1 1 10 3

VEGF (VEGF-F)  TRINITY_DN51552_c0_gl_il 9255560  1,6091 1140 3092 40 40 22 133 3.247 3620 1
VEGF TRINITY_DN11645_c0_gl_i3 327,769 00602 3193 17574 13 10 24 0,209 1
VEGF (VEGFA)  TRINITY_DN11645_c0_gl i2 173923 00319 1535 11895 5 2 6 9 0,163 1
PDE TRINITY_DN18095_c8 gl il 430,191 00790 2748 308,02 37 37 31 68 0,689 1,100 1
PDE TRINITY_DN17177_c0_gl_i3 351,635 00646 3421 11027 3 3 3 4 0,033 1
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e . NSAF (%
Proteina 'de”t'f('t‘;g‘r?ggr?&tlr[";‘)”sc”to TPM  TPM (%) Tazgz;‘ho -10lgP  #Pep  #Unique CO?g/g;“ra #Spec Transorito (Fim”ia PTM
individual
PDE TRINITY_DN17177_c0 g1 il 0,000 0,0000 3577 11027 3 3 3 4 1
PDE TRINITY_DN17177_c0_g1_i2 157,565  0,0289 3661 11027 3 3 3 4 1
PDE TRINITY_DN17177_c0_gl_i4 9,560 0,0018 3668 11027 3 3 3 4 1
5-NT TRINITY_DN17189 c0 g2 il 381,651 0,0701 2787 252,27 22 22 22 38 0,380 1
Inibidor de PLA, TRINITY_DN13588 c0 g1 il - - 1320 19533 11 11 22 22 0,464 0,464 1
PLB TRINITY_DN13868_c0 g2 il 205,182 0,0377 1742 171,95 9 9 12 12 0,192 0,192 1
PLB TRINITY_DN13868 c0 gl il 219,537 0,0403 1841 171,95 9 9 12 12 1
Hialuronidase TRINITY_DN18091 cl1 g1 il 376,325 0,0691 3266 157,97 5 5 6 10 0,085 0,085 1
Hialuronidase TRINITY_DN18091 c1 g1 i3 135,244 0,0248 3285 157,97 5 5 6 10 1
Hialuronidase TRINITY_DN18091 c1 gl i2 301,736 0,0554 3297 157,97 5 5 6 10 1
CBP (CBP E) TRINITY_DN3171 c0 g1 il 574,531 0,1055 4033 129,69 5 5 5 6 0,041 0,073 1
CBP (CPVL) TRINITY_DN4636_c0 g1 il - - 1766 93,38 2 2 4 2 0,032 3
CBP (CPVL) TRINITY_DN4636_c0 g2 il - - 1767 93,38 2 2 4 2 3
APN TRINITY_DN13932 c1 g1 i3 876,894 0,1610 3487 83,22 2 2 2 2 0,016 0,016 1
APN TRINITY_DN13932 cl1 g1 i2 13,843 0,0025 3514 83,22 2 2 2 2 1
APN TRINITY_DN13932 cl1 g1 il 546,147 0,1003 3530 83,22 2 2 2 2 1
CRISP (catrin) TRINITY_DN51882 c0 g1 il 0,821 0,0002 863 42,33 1 1 4 1 0,032 0,032 1
LEC (convulxina)  TRINITY_DN18585 c1 g1 il 470,212 0,0863 666 41,42 1 1 4 1 0,042 0,042 1

A abundancia dos transcritos esta expressa como transcritos por milhdo (TPM). A analise de MS/MS foi realizada utilizando a abordagem PEAKS. A cobertura esta relacionada aos

peptideos identificados por MS/MS. Os transcritos mais abundantes estdo destacados em negrito. Quando disponiveis, informagdes relacionadas as proteinas estdo em parénteses.

NSAF: normalized spectral abundance factor.
A porcentagem de TPM foi calculada considerando 100% como a soma dos TPM individuais para cada transcrito identificado.
-10IgP: score de confianga da proteina

#Pep: nimero de peptideos para cada transcrito; #Unique: nimero de peptideos Unicos para cada transcrito; #Spec: nimero de espectros MS/MS para cada transcritos

PTM: Modificagdes pds-traducionais identificadas. 1: Carbamidometilagdo; 2: Oxidacéo; 3: Piroglutamato de glutamina
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Figura 1.3 — Desintegrinas no proteoma da pe¢onha de C. d. terrificus. A) Desintegrina (sp|P21859) liberada de SVMP. B) Desintegrina (sp|COL2T8) identificada como
regido de SVMP. As barras azuis mostram os peptideos identificados na pesquisa em bancos de dados e as barras cinzas representam aminoécidos consecutivos combinados
entre sequéncias obtidas por sequenciamento automatico de novo e pesquisa em bancos de dados. Residuos de Cys estdo carbamidometilados e representados por “C” dentro de
uma caixa vermelha. Oxidagdo esta indicada por “O” dentro de uma caixa alaranjada.

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo I: Resultados e discussdo 48

As desintegrinas foram identificadas como uma classe de proteinas apenas quando se
utilizou o banco de dados “Serpentes”, mas outras sequéncias de desintegrina foram detectadas
como regides de SVMP (Tabela 1.2, Figura 1.3). Infere-se a partir desses resultados,
adicionalmente aos transcritos relativamente abundantes relacionados a SVMP P-II (Tabela
1.4), que as desintegrinas presentes nessa peconha sao uma consequéncia, principalmente ou
exclusivamente, de modificacBes pos-traducionais proteoliticas de SVMP. Além disso,
peptideos correspondentes a desintegrinas e aqueles que corresponderam a regido desintegrina
de SVMP foram alinhados e apresentam alta similaridade, como mostrado na Figura 1.4.

400 410 420 430 440
CO0L2T8 TPVSGNELLEARIjfeisfefed]T Einjlefel TCKLRPGQCAGCCDQCRF
P21859 .. .. ....... ENECDCGS|ESINP CCBAMT CKLRPGEIQCABIGMCCDQCREF |t
450 460 470

cOL2TS8 "_'_1.”.:T DDCTGQSADCPR vy G
PRI I K KIS T C RifESaREnlaisD DIRIC T GO S AD C P RIJIN[E| L.
Figura 1.4 — Alinhamento entre as sequéncias da SVMP P-11 COL2T8 e a desintegrina P21859. Para a

sequéncia COL2T8, esta mostrado apenas o dominio desintegrina. O alinhamento foi gerado pela ferramenta
MultAlin e editado pelo servidor ESPript. Regides de alto consenso estdo destacadas em caixas pretas.

Adicionalmente ao LC-MS/MS de alta resolucdo, a CdtV foi fracionada por
cromatografia de fase reversa e 19 fracbes majoritarias foram eluidas (Figura 1.5A). Os
componentes eluidos nas fracBes 2 e 3 foram submetidos ao sequenciamento N-terminal e
ambos mostraram homologia como o dominio desintegrina de uma SVMP P-II de C. d.
collilineatus (sp|COL2T8), confirmando a presenca de desintegrinas nessas fracdes (Figura
1.5B). Além disso, pode-se observar a alta propor¢éo de crotoxina (~65%) representada pelas
fracdes 4-8 (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019) em acordo com 0s

resultados obtidos nas abordagens transcriptémica e protedmica.
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Figura 1.5 — Identificacdo das desintegrinas na pegonha de C. d. terrificus. A) Fracionamento da CdtV que foi
aplicada em uma coluna C18 de fase-reversa e as fragdes foram eluidas como publicado previamente por Boldrini-
Franca e colaboradores (2010). A absorbancia das amostras foi monitorada em 214 nm e o N-terminal das fra¢Ges
de interesse foi sequenciado por degradacdo de Edman. B) Alinhamento de mdltiplas sequéncias entre as
desintegrinas identificadas no fracionamento da pegonha e o dominio desintegrina da SVMP P-Il de C. d.
collilineatus (sp|COL2T8). O alinhamento foi gerado pela ferramenta Clustal Omega e editado pelo servidor
ESPript. Regides de alto consenso estdo destacadas em caixas pretas.

1.4.2 Abordagem integrativa da glandula de peconha

Nos ultimos anos, a integracdo de dados provenientes de abordagens de ponta, como
proteoma, transcriptoma e genoma, tem se tornado a estratégia preferida dos toxinologistas
(KAAS; CRAIK, 2015). O transcriptoma de uma glandula de peconha revela uma fotografia da
expressdo recente de genes que codificam componentes da pegonha, podendo auxiliar na
caracterizacdo de varios dominios de transcritos, que sdo raramente detectados por analises
protedmicas (SUNAGAR et al., 2016). No entanto, essa abordagem falha na caracterizagdo de

PTMs e ndo pode fornecer sempre evidéncias quantitativas acuradas como as alcancadas por
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estratégias protedbmicas (KAAS; CRAIK, 2015; SUNAGAR et al., 2016). Alem disso, dados
de andlises protedbmicas podem ser (teis para corrigir e confirmar as etapas de montagem e
anotacdo de transcriptomas.

Neste estudo, sequéncias de alta qualidade obtidas através de MS/MS shotgun foram
usadas como marcadores para pesquisa contra dois diferentes bancos de dados. A sele¢édo do
banco de dados ideal é uma tarefa desafiadora. Por um lado, o banco de dados do transcriptoma
fornece uma abordagem verdadeiramente integrativa para identificar quais componentes da
peconha estdo certamente sendo expressos na glandula de peconha. Em contrapartida, esse
banco de dados pode faltar nos transcritos ndo identificados devido a alguma falha
experimental, afetando a identificacdo por MS/MS. Além disso, a qualidade da identificacdo
dos peptideos utilizando o banco de dados do transcriptoma esta intrinsicamente relacionada a
qualidade dos dados sequenciados (NESVIZHSKII, 2007).

Com relacdo ao banco de dados “Serpentes”, este ¢ muito util para identificar
componentes cuja identificacdo foi prejudicada pelas sequéncias do transcriptoma, como, por
exemplo, aqueles cDNA ndo detectados ou transcritos identificados como pequenos
fragmentos. No entanto, como se trata de um enorme banco de dados, pode conter muitas
sequéncias redundantes, a informacao a respeito de alguns componentes da peconha pode ser
perdida e o numero de identificacdes falsas pode aumentar (NESVIZHSKII, 2007).

Outra questdo desafiadora nas analises protedmicas é a quantificacdo das proteinas
identificadas. Muitos métodos para a quantificacdo de proteinas em analises MS/MS estédo
disponiveis atualmente. Cada um deles carrega suas particularidades, mas nenhum esta livre de
erros e ndo se existe um método universal para quantificacdo de proteinas (BANTSCHEFF et
al., 2012; CALDERON-CELIS; ENCINAR; SANZ-MEDEL, 2018). O NSAF, método
utilizado neste estudo, considera o nimero de espectros identificando uma proteina e o tamanho
desta, uma vez que proteinas maiores tendem a apresentar mais peptideos do que as menores
(ZYBAILQV et al., 2006).

Peconhas animais sdo amostras ricas em proteina e sua producdo pelas glandulas de
peconha é um processo as custas de energia (MORGENSTERN; KING, 2013). A peconha de
Cdt foi extraida 3 dias antes do sacrificio do animal a fim de se obter a maior quantidade de
RNAmM (LUNA et al.,, 2013; PAINE et al.,, 1992). A enorme abundancia de transcritos
relacionados a proteinas celulares esta intrinsicamente relacionada a complexidade do tecido

da glandula e a intensa atividade metabolica em seu interior. Um estudo recente mostrou que
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muitas proteinas celulares estdo presentes no estigio ativado da glandula de peconha
provavelmente envolvidas na producdo de suas toxinas (LUNA et al., 2013). A seguir, séo
discutidas as familias de proteinas identificadas tanto no transcriptoma como no proteoma.

Fosfolipases. Foram identificados 30 transcritos (8,6%) codificadores de PLA (Figura
1.2A), que apresentam o maior valor de TPM (411785,2; Figura 1.2B, Tabela 1.2), e s&o,
disparadamente, a familia de proteinas mais abundante neste transcriptoma com 75% de
abundancia nessa analise (Figura 1.2B, Tabela 1.2). As sequéncias foram identificadas como
PLA2 homdlogas as subunidades acida e bésica da crotoxina e suas isoformas e também como
PLA: secretoria do grupo IIE (AOA1JOR065). Muitos transcritos de PLA; foram identificados,
mas eles sdo fragmentos em sua maioria, levando a melhor identificacdo quando foi utilizado o
banco de dados “Serpentes”, ¢ a alta propor¢ao de PLA> esta de acordo com outros estudos ja
publicados (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CALVETE et al., 2010; MARGRES et al.,
2014). Nas peconhas crotalicas, PLA; cataliticamente ativas (subunidade basica, CB) estdo
associadas de forma ndo covalente a um componente acido (CA), ndo toxico e ndo enzimatico,
para formar a crotoxina, 0 maior componente da peconha de C. d. terrificus (FAURE et al.,
1994). Interessantemente, embora existam muitos transcritos relacionados a PLA., apenas 4
deles representam cadeias acidas e bésicas da crotoxina e ~43% dos componentes do proteoma
(Tabela 1.4).

Com relagdo as PLBs, foram obtidos 3 transcritos completos (CdtPLB1, CdtPLB2 e
CdtPLB3) correspondendo a menos de 1% do numero de transcritos (Figura 1.2A). As PLBs
sdo fosfolipases que apresentam atividades tanto de PLA: como de PLA. (DOERY;
PEARSON, 1964). Embora o primeiro relato de PLB em peconha de serpente tenha sido feito
h& muito tempo atras (DOERY; PEARSON, 1964) e diferentes peconhas de serpente tenham
demonstrado tal atividade (DOERY; PEARSON, 1964; MOHAMED; KAMEL; AYOBE,
1969), apenas a PLB de P. colletti foi isolada até 0 momento (BERNHEIMER et al., 1987). A
CdtPLB1 e a CdtPLB2 compartilham mais de 87% de identidade com outras PLBs de peconhas
de serpente (AIRD et al., 2013; ROKYTA et al., 2011). Ja a CdtPLB3 compartilha
aproximadamente 30% de identidade com as mesmas PLBs comparadas anteriormente, mas
~74% com uma PLB de Alligator mississippiensis (gi|1011583199). No proteoma, foram

detectados peptideos coincidindo com as mesmas regides de CdtPLB1 e CdtPLB2, tornando
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impossivel distinguir se apenas CdtPLB1 ou CdtPLB2 ou se ambas as proteinas estdo presentes

na pegonha.

Proteases. Seus transcritos representam os mais abundantes em termos de numero
absoluto, mas sua abundancia esta muito abaixo da familia das PLA. tanto no transcriptoma
como no proteoma (Figura 1.2, Tabela 1.2). De forma similar ao ocorrido na familia de PLA>,
a maioria dos transcritos correspondentes a proteases foram detectados apenas como

fragmentos.

Metaloproteases e desintegrinas. A classe das SVMP é a segunda mais abundante no
transcriptoma (Figura 1.2B), estando representada principalmente pelas metaloproteases P-11 e
P-111, com ~15% em termos de numeros de transcritos relacionados a peconha e 10% em
abundancia. Rokyta e colaboradores (2012) detectaram SVMP como a classe de toxina mais
abundante em termos de reads totais no transcriptoma da glandula de peconha de C.
adamanteus.

As SVMP sdo sintetizadas como zimdgenos que, posteriormente, sofrem processamento
proteolitico para dar origem a diferentes subclasses de SVMP (P-1, P-1I e P-111) de acordo com
0s motivos presentes em sua estrutura (FOX; SERRANO, 2008; PORTES-JUNIOR et al.,
2014). Ate o momento, SVMP das subclasses P-11 e P-I1I tém sido relatadas em serpentes
Crotalus (BOLDRINI-FRANCA et al., 2009, 2010; GEORGIEVA et al., 2010; ROKYTA et
al., 2012). A presenca de SVMP P-1 no transcriptoma e no proteoma, mesmo em baixa
abundancia, indica que essa enzima também faz parte da peconha de C. d. terrificus uma vez
que peptideos Unicos foram identificados para essa proteina (resultados ndo mostrados).

E relevante a discussdo e a identificacdo da familia das desintegrinas. Algumas
desintegrinas sdo o resultado do processamento proteolitico de SVMP P-Il enquanto outras
podem ser sintetizadas diretamente a partir de um RNAmM precursor de desintegrina (FOX;
SERRANO, 2008; SOTO et al., 2006). Nao foi encontrado nenhum transcrito codificando
desintegrinas diretamente (essa pode ser a razdo do porqué essa familia ndo foi detectada no
proteoma utilizando o banco de dados do transcriptoma), mas muitos peptideos correspondentes
a desintegrinas foram identificados usando o banco de dados “Serpentes”. Alguns desses
peptideos coincidiram com desintegrinas processadas de SVMP P-Il, como, por exemplo,

P21859 (Figura 1.3A). Adicionalmente, outras desintegrinas foram detectadas como regides de
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SVMP P-11 (J3SBP9, EANW26 e COL2T8), como exemplificado na figura 1.3B. As sequéncias
de proteinas na figura 1.3 foram alinhadas e pode-se ver o alto grau de similaridade entre elas
(Figura 1.4).

A presenga das desintegrinas também foi investigada através do fracionamento da CdtV
em uma coluna C18 exatamente como realizado por Boldrini-Franga e colaboradores (2010).
As desintegrinas sdo polipeptideos de baixa massa molecular (CALVETE et al., 2005) eluidas
no inicio do gradiente de ACN (20-25%) em uma cromatografia de fase reversa (LOMONTE;
CALVETE, 2017). As fracGes 2 e 3 estdo no mesmo volume de eluicdo que as desintegrinas ja
identificadas em outros proteomas de peconhas de C. durissus (BOLDRINI-FRANCA et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2019). O N-terminal dos componentes de ambas as fracfes foi
sequenciado, confirmando sua identidade. Os fragmentos obtidos sdo similares a outras
desintegrinas crotalicas e idénticos ao dominio desintegrina de uma SVMP P-11 (sp|COL2T8)
de C. d. collilineatus (Figura 1.5B). Além disso, esses fragmentos também foram detectados no
proteoma da pegonha de C. d. collilineatus (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

A SVMP COL2T8 ndo contém residuos de Cys adicionais nos dominios spacer e
desintegrina que preveniriam o processamento proteolitico e a liberacdo da regido desintegrina
(CHEN et al., 2003). Esse processamento aumenta a complexidade da peconha (FOX;
SERRANO, 2008) e pode superestimar a proporcdao de SVMP na pegonha uma vez que a
desintegrina liberada esta depositada no banco de dados como SVMP P-11 (Tabela 1.2). Isso
pode ocorrer especialmente em analise de MS/MS shotgun em que ambos os dominios,
metaloprotease e desintegrina liberada, estdo presentes na mesma amostra. Consequentemente,
apos a pesquisa em bancos de dados, os peptideos de ambos os dominios apresentam identidade
com a mesma sequéncia de proteina depositada (por exemplo, COL2T8) e o resultado é
mostrado como SVMP. Convém ressaltar que esse fato pode ser evitado realizando uma
separacdo cromatografica antes da analise MS/MS devido a prévia separacdo dos dominios
metaloprotease e desintegrina que serdo, posteriormente, analisados de forma isolada por
MS/MS (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

Além disso, sugere-se que a presenca de diferentes peptidases na glandula de peconha
(como amino e dipeptidilpeptidases) possa contribuir para aumentar a complexidade da
peconha por clivar a regido N-terminal das desintegrinas, gerando novas proteoformas para essa
familia (Figura 1.5). Esse fato seria similar & origem de diferentes ponericinas na peconha da
formiga Neoponera villosa (COLOGNA et al., 2018).
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Considerando outras peconhas do género Crotalus, foram detectados até 65% de SVMP
nas pegonhas de serpentes adultas de C. simus e C. d. cumanensis. Em ambos os casos, alta
propor¢do de desintegrinas (até 8,1%) também foi detectada (CALVETE et al., 2010). No
transcriptoma de C. adamanteus, SVMP P-II representa 15% da abundéncia dos transcritos
totais, mas, analisando-se o proteoma, apenas 5% das proteinas sédo SVMP P-Il e nenhuma
desintegrina foi identificada (MARGRES et al., 2014). No presente estudo, SVMP é ~9,8% dos
transcritos de componentes da peconha e ~15% em termos de abundancia no proteoma (Tabela
1.2). No entanto, a proporgao de desintegrinas foi estimada em ~7% a partir do fracionamento
da peconha, mostrando claramente a complexidade que pode ser gerada devido a presenca de

metaloproteases em peconhas de serpentes.

Serinoproteases. As SVSP também sdo relativamente abundantes (Figura 1.2B) e mais
de 80% dos seus transcritos identificados codificam enzimas trombina-simile. Outros
transcritos de SVSP correspondem a ativadores de plasminogénio e serinoproteases calicreina-
simile e quimotripsina-simile. Muitas serinoproteases tém sido relatadas em peconhas de
serpentes (especialmente na familia Viperidae), incluindo as serinoproteases descritas acima e
aquelas com atividade de agregacao de plaquetas (CASTRO et al., 2004; SANCHEZ et al.,
2006; SERRANO; MAROUN, 2005). Acerca do especime de Cdt usado neste estudo,

transcritos de giroxina correspondem a pelo menos 9% do proteoma da peconha (Tabela 1.4).

Lectinas do tipo-C (lectinas ligadoras de acucar) e proteinas lectina do tipo-C-simile
(CLPs). As lectinas do tipo-C normalmente apresentam baixa toxicidade e sua principal fungéo
¢ a aglutinacdo de eritrocitos. Além disso, elas também podem contribuir para a agdo
antibacteriana durante a digestdo da presa a partir do reconhecimento de carboidratos
especificos de patdgenos. Por sua vez, as CLPs perderam a atividade de reconhecimento de
carboidratos devido a perda de um sitio de ligacdo ao calcio, estando geralmente relacionadas
a efeitos anticoagulantes, ativacdo de plaquetas e acdo antitrombdtica. Essas proteinas sao
amplamente revisadas na literatura (ARLINGHAUS; EBLE, 2012; CLEMETSON, 2010; DU;
CLEMETSON, 2010; SARTIM; SAMPAIO, 2015).

Aproximadamente 11% dos transcritos de componentes da peconha (Figura 1.2A)
correspondem a lectinas do tipo-C e CLPs, mas representam menos de 2% em abundancia

(Tabela 1.2). A maioria (22 sequéncias) codifica isoformas de CLPs: crotocetina (sp|Q719L8)
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e subunidades alfa (sp|093426) e beta (sp|093427) da convulxina de C. d. terrificus. Além
disso, novas isoformas de crotocetina (Snaclec crotocetin 2 and 3) foram identificadas (Tabela
1.3). Trés transcritos foram identificados como galectinas, CdtGALEC1, CdtGALEC2 e
CdtGALECS (Tabela 1.3), e outras lectinas do tipo-C (CdtCLEC1, CdtCLEC2 e CdtCLEC3)
também foram detectadas (Tabela 1.3). Em contraste, apenas 2 peptideos fragmentados foram

identificados no proteoma da peconha.

Nucleases e nucleotidases. Essas proteinas constituem aproximadamente 8% dos
transcritos de proteinas da peconha (Figura 1.2A). Cdt5’-NT1 e Cdt5’-NT2 sdo 5’-NTs muito
similares em tamanho e massa molecular (Tabela 1.3), porém compartilham apenas 26,8% de
similaridade em sua sequéncia de aminoacidos e tambem divergem com relacdo ao numero e
localizagdo de potenciais sitios de N-glicosilacdo (Figura 1.6A). Sobre as PDEs, CdtPDEL e
CdtPDE2 séo 96,8% idénticas entre si, mas divergem em um intervalo na regido 589-616
(Tabela 1.3, Figura 1.6B). Em contraste, CdtPDE3 é uma PDE de maior tamanho, apresentando
898 residuos de aminoacidos (Tabela 1.3). Todas as trés PDEs apresentam o mesmo padréo de
dominios: uma regido de hélice transmembrana no N-terminal, 2 dominios somatomedina B-
simile, 1 dominio PDE e um dominio de endonuclease ndo especifica de DNA/RNA (Figura
1.7). A abordagem protedmica mostrou que peptideos corresponderam a mesma regido das 3
PDE identificadas no transcriptoma, ndo permitindo a identificacdo das isoformas. Em
contrapartida, com relagdo as 5°-NTs, apenas a Cdt5’-NT1esta presente nessa peconha.

5’-NTs e PDEs estdo usualmente presentes em peconhas de serpentes, mas suas funcdes
ainda ndo estdo muito bem conhecidas (AIRD, 2002; DHANANJAYA; D SOUZA, 2010;
MARGRES; et al., 2014; SALAZAR-VALENZUELA et al., 2014). As 5°-NTs e PDEs
encontradas neste estudo contém uma regido transmembrana em sua estrutura primaria. E
conhecido que algumas proteinas transmembranas, incluindo dipeptidil peptidase IV (DPP V),
aminopeptidase A (APA) e ecto-5’-nucleotidase, sdo liberadas no limen da glandula de
peconha por exossomos durante o processo de secrecdo da peconha (CARREGARI et al., 2018;
NICOLAU et al., 2017; OGAWA et al.,, 2008). De fato, microvesiculas originadas da
fragmentacdo ou brotamento de microvilosidades tém sido detectadas na peconha de Cdt
contendo ecto-5’-nucleotidase, aminopeptidase N (APN) e algumas proteinas celulares
(CARNEIRO et al., 2007; SOUZA-IMBERG et al., 2017).
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Figura 1.6 — Alinhamento de sequéncias entre nucleotidases e PDEs. A) Cdt5’-NT1 e Cdt5’-NT2. Estrelas
acima da sequéncia indicam potenciais sitios de N-glicosilagdo para Cdt5’-NT1 enquanto aquelas abaixo da
sequéncia indicam os mesmos sitios para Cdt5’NT-2. B) CdtPDE1 e CdtPDE2. E mostrada apenas a regi&o 561-
621. Os alinhamentos foram gerados pela ferramenta MultAlin e editados pelo servidor ESPript. As regides de alto

consenso estdo destacadas em caixas pretas.
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Figura 1.7 — Dominios estruturais presentes nas PDEs. Dominios: endonuclease NS: endonuclease;
Phosphodiest: fosfodiesterase; SO: somatomedina B-simile. A caixa azul representa uma regido de hélice
transmembrana. As imagens dos dominios foram geradas pela ferramenta SMART (Modular Architecture

Research Tool).

Hialuronidases. Transcritos de hialuronidases ndo sdo abundantes (Figura 1.2B, Tabela

1.2), e representam apenas 2,3% do nimero de transcritos relacionados aos componentes da

peconha (Figura 1.2A). CdtHyal e CdtHya2 codificam hialuronidases similares a hialuronidase

de C. adamanteus (sp|J3S820), composta por dois dominios principais: i) um Glyco_hydro 56

(familia de hidrolase de glicosideos, compreendendo apenas hialuronidases - EC 3.2.1.35), € ii)

um dominio EGF-simile (fator de crescimento epidermal-simile) (Figura 1.8A). A Unica
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diferenca entre elas esté na posi¢do 239, com a substituicdo Leu239Arg (Figura 1.8A). Também
foi identificada uma sequéncia truncada (truncated CdtHya3), codificada até a Ser339, e uma
sequéncia incompleta (CdtHya4) com a dele¢do de 31 residuos de aminoacidos na regido 308-
338 (Figura 1.8A). Em contraste, CdtHya5 e CdtHya6 sdo 92% idénticas entre os residuos
alinhados em relacdo a hialuronidase-4 e hialuronidase-2 de O. hannah (gb|ETE67862.1 e
ETE73352.1, respectivamente). Além disso, CdtHya6 apresenta um dominio Glyco_hydro_ 56
e um EGF-simile enquanto CdtHya5 apresenta apenas um Unico dominio Glyco_hydro_56.
CdtHya5 e CdtHya6 sdo perfeitamente alinhadas entre os 311 primeiros residuos de
aminocidos (Figura 1.8B).

Embora as hialuronidases sejam proteinas minoritarias em peconhas de serpentes
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2017; BORDON et al., 2012, 2015; WIEZEL et al., 2015),
apresentam um papel-chave no processo de envenenamento por atuar como um fator de
espalhamento (BORDON et al., 2012). Como esperado, 0 TPM das hialuronidases foi bastante
baixo, compreendendo, no maximo, 0,3% dos componentes da peconha, e os peptideos foram
identificados nas proteinas CdtHyal e CdtHya2, ndo permitindo a diferenciacéo das isoformas
expressas na glandula de peconha. Todavia, a CdtHyal ja foi isolada anteriormente dessa
peconha (BORDON et al., 2012). Melani e colaboradores (2015) encontraram 0,8% de
hialuronidases na CdtV, mas outras abordagens proteémicas de peconhas de C. durissus
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CALVETE et al., 2010) ndo haviam detectado essas
enzimas.

A enzima truncated CdtHya3 é uma proteina truncada devido a um cédon de terminacao
na posicdo 339, causando a perda de 23 residuos de aminoacidos do dominio hidrolase e a perda
completa do dominio EGF-like. Embora importantes residuos para a atividade catalitica
permanecem nao afetados, a perda no dominio hidrolase causa a deficiéncia de 3 potenciais
ligacGes dissulfeto, o que prejudicaria a estrutura tridimensional da hialuronidase. O transcrito
que codifica essa hialuronidase truncada apresentou TPM comparavel as outras isoformas de
hialuronidase (resultados ndo mostrados). Portanto, supfe-se que essa enzima possa apresentar
um papel intracelular (CHERR; YUDIN; OVERSTREET, 2001) ou mesmo auxiliar como uma
“armadilha” para possiveis inibidores de hialuronidases existentes no tecido da presa/vitima
(MIO; STERN, 2002).
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Figura 1.8 — Estrutura primaria das hialuronidases. A) Alinhamento multiplo de sequéncias de CdtHyal, CdtHya2, CdtHya3 truncada (truncated CdtHya3), CdtHya4 e
J3S820 (hialuronidase de C. adamanteus). O peptideo sinal predito esté indicado pela caixa laranja. Os dominios glyco_hydro_56 (posicdes 29 a 362) e EGF-simile (posi¢des
364 a 449) estdo separados, respectivamente, por tracejado vermelho e verde. B) Alinhamento de sequéncias entre CdtHya5 e CdtHya6. Os alinhamentos foram gerados
ferramenta MultAlin (A) e Clustal Omega (B) e editados pelos servidores ESPript e BioEdit Sequence Alignment Editor. Para ambos os alinhamentos, regides de alto consenso
estdo destacadas em caixa preta e, as de baixo consenso, em vermelho.
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A produgdo de pegonha pode ser influenciada pela dieta, ambiente, sexo e outros fatores
que afetam a vida animal, e, uma vez que representa um alto custo metaboélico para as células
(MORGENSTERN; KING, 2013; ZELANIS et al., 2010), o uso de “proteinas de armadilha”
poderia ser uma forma de aumentar a efetividade da acdo das “hialuronidases verdadeiras”.
Recentemente, uma hialuronidase truncada foi detectada na glandula de pegonha de Bothrops
pauloensis (CASTANHEIRA et al., 2014). A identidade de 100% entre os primeiros 311
residuos de CdtHya5 e CdtHya6 e o fato de o restante de suas sequéncias ndo serem
devidamente alinhadas podem sugerir que CdtHya5 e CdtHya6 possam ser o resultado de uma
mesma transcricdo génica que sofreu o processo de splicing alternativo, dando origem a duas
diferentes isoformas (CASTANHEIRA et al., 2014).

Inibidores de PLA. Transcritos de PLI compreendem 1,7% dos transcritos relacionados
a componentes da peconha (Figura 1.2A) e menos de 0,5% no proteoma (Tabela 1.2). O
CdtPLI1 tem um dominio de reconhecimento de carboidrato, enquanto CdtPLI12 e CdtPLI3 sdo
compostos de varios dominios ricos em leucina (Figura 1.9). Em contraste CdtPLI4 € uma
proteina que contétm o dominio antigeno Ly-6/receptor de plasminogénio ativador de

uroquinase (receptor uPA)-simile (Figura 1.9).
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CdtPLI1 CdtPLI2 / CdtPLI3 CdtPLI4

Figura 1.9 — Dominios estruturais dos inibidores de PLA.. Dominios: CLECT: lectina do tipo-C; LRR:
repeti¢do rica em leucina; LRR_CT: dominio C-terminal de repeti¢do rica em leucina; LRR TYP: subfamilia tipica
de repeticdes ricas em leucina; LU e UPAR_LY6: dominio do antigeno Ly-6/receptor de plasminogénio ativador
de uroquinase-simile; A caixa rosa representa uma regido de baixa complexidade. O peptideo sinal esta
representado por uma caixa vermelha. As imagens dos dominios foram geradas pela ferramenta SMART (Modular
Architecture Research Tool).

Os PLIs tém sido principalmente estudados a partir do plasma/soro de serpentes e
acredita-se que a funcdo dessas proteinas seja parte de um mecanismo protetivo das serpentes
(DUNN; BROADY, 2001; GIMENES et al., 2014; SOARES et al., 2003). No entanto, alguns
autores também tém identificado PLIs em transcriptomas e proteomas de animais peconhentos
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2009; GAO et al., 2013; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al.,
2006; PLA et al., 2018).
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No total, 3 classes de PLI foram identificadas no transcriptoma e a presenca de
diferentes motivos estruturais nesses inibidores provavelmente resulta em especificidades
diferentes para diferentes grupos de PLA, (DUNN; BROADY, 2001). E interessante notar que
peptideos Unicos identificados no proteoma corresponderam a um PLI de C. adamanteus
(J3S012), detectado pela busca do BlastX mas que foi, provavelmente, excluido no filtro de
qualidade da etapa de anotacdo dos transcritos.

Os PLIs séo, geralmente, classificados como componentes nao toxicos e alguns autores
sugerem que sua presenca na peconha possa ser resultado de contaminagdo durante 0 momento
da extracdo (DUNN; BROADY, 2001; GIMENES et al., 2014; MELANI etal., 2015; SOARES
et al., 2003). Entretanto, a identificacdo desses inibidores em transcriptomas de glandulas de
peconhas (BOLDRINI-FRANCA et al., 2009; CIDADE et al., 2006; JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO et al., 2006), incluindo este estudo, e a sua presenca real na peconha sugerem que
PLIs podem exercer um papel no envenenamento e/ou protecao da glandula de peconha.

Fatores de crescimento. Foram identificadas 4 diferentes familias de fatores de
crescimento no transcriptoma de C. d. terrificus. Um Unico transcrito de fator de crescimento
neural (NGF) representa 0,3% das sequéncias relacionadas a peconha enquanto fatores de
crescimento do endotélio vascular somam 2,3% (Figura 1.2A). Os VEGFs também estdo entre
0s transcritos mais abundantes (Figura 1.2, Tabela 1.2). A ORF do CdtVEGF1 codifica um
VEGF com dois dominios: um fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e um

dominio VEGF de ligacdo a heparina (Figura 1.10).

fam
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CdtVEGF1 CdtVEGF2 / CdtVEGF4 CdtVEGF3

Figura 1.10 — Dominios estruturais dos VEGFs. Dominios: CXCXC: repeticdo CXCXCt; PDGF: familia dos
fatores de crescimento derivado de plaquetas e do endotélio vascular; VEGF_C: dominio do VEGF de ligacéo a
heparina. O peptideo sinal estd representado por uma caixa vermelha. As imagens dos dominios foram geradas
pela ferramenta SMART (Modular Architecture Research Tool).

O CdtVEGF2 tem uma substituicdo Arg186Lys e uma delecdo na regido 142-185, que
leva a perda do dominio de ligacdo a heparina (Figura 1.10). Por sua vez, o CdtVEGF4
apresenta os mesmos dominios que CdtVEGF2 (Figura 1.10) e compartilha identidade de
29,5% e 35% e similaridade de 43% e 51,9% com CdtVEGF1 e CdtVEGF2, respectivamente.
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Além disso, o CdtVEGF3 contém dois dominios CXCXC na regido C-terminal (Figura 1.10),
cujo C representa um residuo de Cys e X é qualquer residuo de aminoacido.

A abundancia dos fatores de crescimento é geralmente baixa em peconhas de serpentes
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2017). A respeito do NGF, foi detectado apenas um pequeno
transcrito (288 pb) sem sua regido matura, atrapalhando a identificacdo do NGF na pegonha
usando o banco de dados do transcriptoma. Esse fragmento de transcrito é similar ao peptideo
sinal do NGF de Ovophis okinavensis (BAN82142) e P. flavoviridis (BAP39981), mas essa
regido ndo estd presente no NGF de C. d. terrificus ja depositado em bancos de dados
(Q9DEZ9). No proteoma da pegonha, 10 peptideos (Gnicos) coincidindo com o NGF Q9DEZ9
foram identificados, evidenciando sua presenca na peconha. No entanto, nenhum estudo a
respeito de NGF de C. d. terrificus esta disponivel até o0 momento. Embora PTMs contribuam
para a complexidade de NGF (EARL et al., 2006), apenas peptideos ndo modificados foram
identificados.

Os fatores de crescimento de peconhas de serpente também compreendem os VEGFs
que pertencem a familia VEGF-F (OTROCK; MAKAREM; SHAMSEDDINE, 2007). Eles
geralmente sdo homodimeros entre 20-30 kDa (NAKAMURA et al., 2014; TAKAHASHI et
al., 2004; YAMAZAKI et al., 2009) que promovem angiogénese e aumento da permeabilidade
vascular  (CEBE-SUAREZ; ZEHNDER-FJALLMAN; BALLMER-HOFER, 2006;
TAKAHASHI et al., 2004). O transcrito de CdtVEGF3 mostrou alta massa molecular tedrica,
mas esses achados ndo excluem a possibilidade de ele ser posteriormente processado (JOUKOV
et al.,, 1996; YAMAZAKI et al.,, 2009). A regido C-terminal desse transcrito singular é
caracteristica de VEGF da classe C (JOUKOQV et al., 1996).

VEGF foi identificado apenas recentemente na peconha de Cdt (MELANI et al., 2015).
No proteoma da peconha, os peptideos relativos a VEGF sdo correspondentes as familias
VEGF-F e VEGF-A (OTROCK; MAKAREM; SHAMSEDDINE, 2007), incluindo CdtVEGF2
e CdtVEGF4. O CdtVEGF4 ¢é o mais abundante entre eles, correspondendo a ~3% dos
componentes no proteoma. Esses resultados demonstram a grande complexidade dos VEGF

presentes em peconhas de serpentes.

Componentes minoritarios. A proteina secretéria rica em cisteina (CRISP) foi
identificada como um Unico transcrito, com abundancia de apenas 0,0002% no transcriptoma

e, ho maximo, 0,03% no proteoma (Tabela 1.2). Essa classe foi detectada no proteoma apenas
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utilizando o banco de dados do transcriptoma. O transcrito CdtCRISP-1contém os 16 residuos
de Cys conservados na familia CRISP e o distinto Glu186, residuo associado ao bloqueio da
contragdo muscular (YAMAZAKI; HYODO; MORITA, 2003). No entanto, ndo apresenta a
Phel89, que estd relacionada aos fortes blogueadores da contracdo do masculo liso
(YAMAZAKI; HYODO; MORITA, 2003).

Componentes com abundancia quase irrelevantes também incluem carboxipeptidase,
aminopeptidase N (APN) e BPP/C-NP. Carboxipeptidase ja foi anteriormente detectada em
uma analise protedbmica da peconha de C. d. collilineatus (OLIVEIRA et al., 2019) e, neste
estudo, foi estimado até 0,1% de carboxipeptidase (CBP) no proteoma de CdtV. Duas
sequéncias completas (além de alguns fragmentos) pertencem a familia das CBP (Tabela 1.3).
CdtCBP1 contém um peptideo sinal para proteinas secretorias que ndo esta presente em
CdtCBP2. A respeito da APN, seu transcrito (CdtAPN1) é composto de 3 dominios: um
dominio transmembrana, um dominio de metalopeptidase e um dominio composto por 16
hélices-alfa. E provavel que a CdtAPN1 e a CdtCBP2 tenham sido liberadas para a peconha
através de vesiculas como discutido acima para as 5°-NTs. No caso dos BPP/C-NP, 3
fragmentos de transcritos foram detectados apresentando 100% de identidade com o precursor
da isoforma 2 de BPP-CNP (gi|15824636) de C. d. terrificus, mas os peptideos identificados na
peconha nao foram similares a eles. Portanto, apenas o banco de dados “Serpentes” foi efetivo

na pesquisa para sua identificacdo no proteoma.

1.4.3 Componentes particulares a analise transcriptémica

Embora muitas proteinas tenham sido identificadas no proteoma da peconha, alguns

componentes foram detectados apenas no transcriptoma da glandula e séo discutidos a seguir.

Inibidores de cisteino-proteases (CPi). Os CPi, cistatinas e glicoproteinas ricas em
histidina (HRG), sdo quase 4% dos transcritos relacionados a peconha (Figura 1.2A). A
CdtCystatinl € 99% idéntica a cystatin-1 de Crotalus adamanteus (sp|J3RYX9) e outras
sequéncias de cistatinas sdo similares aquelas identificadas nos transcriptomas de P.
mucrosquamatus (XP_015667611.1), Python bivittatus (XP_007438766.2), Thamnophis
sirtalis (XP_013917518.1, XP_013920405.1), C. adamanteus (sp|J3SE80) e Ophiophagus
hannah (ETE69273.1, ETE66625.1).
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Algumas peconhas de serpentes tém demonstrado atividade de inibicdo de cisteino-
proteases (MASHIKO; TAKAHASHI, 2002). CdtCystatinl ndo apresenta um peptideo sinal
em sua estrutura priméria, 0 que poderia sugerir que sua presenca na peconha seria devido a
secrecdo através de microvesiculas, como ja discutido acima para outras proteinas. Além disso,
de acordo com o contetdo de Cys, a CdtCystatinl matura é provavelmente uma cistatina do
tipo 2 assim como a cistatina da serpente Bitis arietans (RAWLINGS; BARRETT, 1990).
Embora inibidores de CysProt parecam ser comuns entre serpentes (KREGAR et al., 1981,
MASHIKO; TAKAHASHI, 2002; RICHARDS et al., 2011), CdtCystatinl é apenas a segunda
cistatina reportada para uma serpente brasileira (CAMPOS et al., 2016).

Inibidores de serinoproteases. Esses inibidores pertencem a 3 classes: tipo Kunitz, tipo
Kazal e serpina-simile. Os inibidores do tipo Kunitz incluem as sequéncias completas
CdtKunitz-typel e CdtKunitz-type2 (Tabela 1.3). A ORF do CdtKunitz-typel compreende o
peptideo sinal, 2 dominios consecutivos do tipo Kunitz e uma regido de hélice transmembrana
(Tabela 1.3 e Figura 1.11). Em contrapartida, a ORF do CdtKunitz-type2 contém os seguintes
dominios: peptideo sinal, MANEC, PKD, 2 dominios do tipo Kunitz, uma repeticdo rica em
cisteina como no receptor de mamiferos de lipoproteina de baixa densidade, e uma regido de

hélice transmembrana (Figura 1.11).

b b ] - ©F 6k ]

CdtKunitz-typel CdtKunitz-type2

Figura 1.11 — Dominios estruturais dos inibidores do tipo Kunitz. Dominios: KU: inibidores de serinoproteases
da familia BPTI/Kunitz; LDLa: dominio classe A do receptor de lipoproteinas de baixa densidade; MANEC:
motivo N-terminal com 7 cisteinas. A caixa azul representa uma regido de hélice transmembrana e o peptideo
sinalesta representado por uma caixa vermelha. As imagens dos dominios foram geradas pela ferramenta SMART
(Modular Architecture Research Tool).

Os inibidores do tipo Kunitz sdo geralmente compostos por ~60 aminoacidos e suas
sequéncias de cDNA apresentam usualmente apenas uma cépia do dominio tipo Kunitz
(CHENG; YAN; CHANG, 2005; INAGAKI et al., 2012; REEKS; FRY; ALEWOOD, 2015).
No CdtKunitz-type2, o dominio MANEC tem sido envolvido na formacdo de complexos de
proteinas com ativadores de protease ou inibidores (GUO et al., 2004), e o dominio PKD esta
geralmente presente em proteinas envolvidas em interacdes com outras proteinas (BYCROFT
et al., 1999).
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O inibidor do tipo Kazal (Tabela 1.3) é um fragmento Unico de cDNA. Além disso,
inibidores serpina-simile foram identificados como fragmentos de cDNA similares a serpina
(XP_013916315) e neuroserpina (XP_015677649). A classe do tipo Kazal foi isolada apenas
de serpentes do género Bothriechis (FERNANDEZ et al., 2016), sendo a primeira identificagio

de inibidor do tipo Kazal em glandula de peconha de serpentes Crotalus durissus.

L-amino&cido oxidase (LAAO). Foi identificado no transcriptoma um transcrito Unico
de LAAO que codifica a sequéncia da bordonein-L contendo 516 residuos de aminoacidos.
Essa enzima é a primeira e recentemente isolada LAAO de CdtV (BORDON et al., 2015).
Também recentemente, a bordonein-L teve sua estrutura priméria deduzida através de MS/MS
(WIEZEL, 2016; WIEZEL et al., 2019), sendo confirmada atraves deste estudo de
transcriptoma. Diferentemente da crotamina, em que espécies crotamino-negativas néo
apresentam o gene da crotamina (RADIS-BAPTISTA et al., 2004), serpentes Cdt produtoras
de peconha branca apresentam o gene que codifica a LAAO e ja foi demonstrado que esse tipo
peconha apresenta atividade LAAO embora em baixa quantidade (WIEZEL, 2016). Sendo
assim, a abundéncia extremamente baixa desse transcrito poderia atrapalhar a identificacao de

seu produto por MS/MS e, consequentemente, sua identificacdo no proteoma.

Aminopeptidase A (APA). A sequéncia de CdtAPA apresenta 0s mesmos dominios ja
apresentados para a APN: um dominio transmembrana, um dominio de metalopeptidase e um
dominio por 16 hélices-alfa. Devido a auséncia de um peptideo sinal, essa enzima
possivelmente apresenta uma diferente via de secrecdo para o lumen da glandula, por exemplo,
através da secrecdo de microvesiculas como ja discutido, uma vez que APA ja foi isolada com
sucesso (VAIYAPURI et al., 2010) e detectada em outros proteomas de peconhas (AIRD et al.,
2013; GAO et al., 2013).

Vesprina. O transcrito Unico de vesprina (CdtVespryn) codifica 218 residuos de
aminoacidos e pode-se inferir que apresenta as seguintes regides: peptideo sinal, propeptideo,
a cadeia da proteina matura e um segundo propeptideo na regido C-terminal. CdtVespryn tem
78% de similaridade quando comparado a ohanina de O. hannah (sp|P83234), que é a primeira
e Unica vesprina isolada e caracterizada até 0 momento. Essa proteina tem sido associada a

hipolocomocao e hiperalgesia em camundongos (PUNG et al., 2005, 2006)
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Toxina three-finger (3FTx). 3FTxs sdo proteinas ndo enzimaticas caracteristicas de
peconhas de serpentes da familia Elapidae e agem, especialmente, como neurotoxinas,
cardiotoxinas, inibidores de acetilcolinesterase e bloqueadores de canais para célcio do tipo-L
(KINI; DOLEY, 2010). Neste trabalho, é apresentada a primeira evidéncia de transcritos de
3FTxs na glandula de peconha de uma serpente Crotalus. A Cdt3FTx é 7 residuos de
aminoacidos menor que a 3FTx-simile de Lachesis muta (Figura 1.12) e ambas as sequéncias
também divergem no contetdo de cisteinas.

peptideo sinal predito
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Figura 1.12 — Alinhamento de sequéncia entre as 3FTx Q27J50, A5X2W8 e Cdt3Ftx. O alinhamento foi
gerado pela ferramenta MultAlin e editado pelo servidor ESPript. RegiBes de alto consenso estdo destacadas em
caixa preta e, as de baixo consenso, em vermelho. Q27J50: 3FTx-simile de Lachesis muta; A5X2W8: 3FTx 3 de
Sistrurus catenatus.

Peptideos antimicrobianos. Vipericidina e waprina-simile sdo peptideos possivelmente
envolvidos em acdo antimicrobiana (DE OLIVEIRA; CARDOSO; FRANCO, 2013; FALCAO
et al., 2014; NAIR et al., 2007). De fato, a crotalicidina sintética mostrou atividade contra
diferentes espécies (Gram-positivas e negativas) de bactérias, células tumorais (HeLa e de
leucemia) e Trypanosoma cruzi (BANDEIRA et al., 2017; FALCAO et al., 2014; 2015). O
papel exato de peptideos antimicrobianos em peconhas de serpentes ainda néo esta claro, mas
algumas das hipdteses incluem a inibic¢éo do crescimento de bactérias e protecdo da serpente de

patdgenos da presa apds sua ingestdo (NAIR et al., 2007).

Acetilcolinesterase (AChE). O cDNA da acetilcolinesterase € uma sequéncia completa,
sem um peptideo sinal para secre¢do na glandula, codificadora de uma proteina com 609
residuos de aminodcidos (Tabela 1.3) similar as AChEs identificadas em diferentes serpentes,
por exemplo, Echis coloratus (gb|AHY20009), P. mucrosquamatus (NCBI|XP_015668657) e
Bungarus fasciatus (sp|Q92035). AChEs sdo comuns em peconhas da familia Elapidae,
geralmente ndo pertencendo as familias Crotalidae e Viperidae, e contribuem para um efeito
hipotensivo dessas peconhas (AIRD, 2002; FROBERT et al., 1997).
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Fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Uma das novidades na familia dos fatores
de crescimento ¢ a identificacdo de FGF. Sequéncias de cDNA de FGF (2,6%) incluem uma
sequéncia completa (CdtFGF, Tabela 1.3) altamente similar (>90%) ao FGF16 predito de P.
mucrosquamatus (XP_015671701). Adicionalmente, fragmentos de cDNA com identidade
entre 28-43% ao CdtFGF mostram a presenca de diferentes isoformas de FGF dentro da
glandula de pegonha de C. d. terrificus. Recentemente, um FGF foi parcialmente isolado da
peconha de Cdt (FERREIRA, 2017).

Outros componentes. Transcritos codificantes de dipeptidilpeptidase (DPP) incluem
uma sequéncia completa (CdtDPPII) e um fragmento (CdtDPPIV) similares a DPP Il e DPP
IV, respectivamente (Tabela 1.3). A dipeptidil peptidase (DPP) IV é uma serinoprotease
provavelmente envolvida em alteragdes cardiovasculares induzidas pela pegonha agindo
através da clivagem de alguns dipeptideos de regido N-terminal (AIRD, 2002, 2008; OGAWA
et al., 2008). Embora algumas peconhas de serpentes ja demonstraram atividade DPP 1V
(AIRD, 2002, 2008), nenhuma delas foi isolada até 0 momento.

Interessantemente, também foram identificados transcritos codificadores de venom
factor (VF, Figura 1A), representando 2,3%, que sdo intimamente semelhantes ao VF de C.
adamanteus (sp|J3S836). Com relacdo ao VF de Crotalus, nenhum estudo a respeito dessa
proteina foi publicado até 0 momento e nenhuma sequéncia de VF de serpentes brasileiras esta
disponivel nos bancos de dados. A atividade de VF tem sido principalmente descrita em
peconhas da familia Elapidae (BOLDRINI-FRANCA et al., 2017). Alguns autores sugerem
que o VF de C. adamanteus pode ndo apresentar uma funcéo tdxica e ter se originado a partir
de genes ortélogos de ancestrais que codificam VFs toxicos (ROKYTA et al., 2012).

Concluindo este item, 7 fragmentos de cDNA (2%; Figura 1.2A) sdo similares a uma
provavel lipase endotelial de C. adamanteus (sp|J3RZ81). Casewell e colaboradores (2009)
relataram pela primeira vez transcritos de lipase acida lisossomal em animais venenosos. Tais
transcritos continham um peptideo sinal predito, implicando que tais proteinas fossem um novo
grupo de componentes da peconha e sugerindo que possam apresentar algum papel no
envenenamento. Adicionalmente, uma provavel lipase endotelial secretada foi detectada no
transcriptoma da glandula de peconha de C. adamanteus (ROKYTA et al., 2012) e uma lipase
de Phalotris mertensi mostrou ser um verdadeiro componente de peconha (CAMPOS et al.,
2016).
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Possiveis componentes de pegonha. Além do discutido logo acima, outros componentes
permanecem apenas como possiveis componentes de peconha. S&o eles: CysProt, PLD, PDGF,
MPi, HRG e MPPE. Com relacdo a CysProt, o transcrito CdtCysProt1 é similar a uma CysProt
predita de Protobothrops mucrosquamatus (gi|1002569411) e essa classe de enzimas detectada
apenas no transcriptoma da glandula de peconha de Lachesis muta (JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO et al, 2006). Acredita-se que cisteino-proteases estejam evolutivamente
relacionados as serinoproteases (RAWLINGS; BARRETT, 1993).

Com relagéo ao grupo de fosfolipases, foram identificados adicionalmente 3 fragmentos
de transcritos de fosfolipase D (PLD) (Tabela 1.3), porém com valor de TPM muito baixo
(Tabela 1.2). PLDs sdo largamente conhecidas como componentes de pegonhas de aranhas,
apresentando-se como toxinas inflamatdrias e dermonecroticas (CHAIM et al., 2011,
TAMBOURGI et al., 1998). Embora analises de genoma e transcriptoma de O. hannah (VONK
et al., 2013) e C. adamanteus (ROKYTA et al., 2012), respectivamente, mostram evidéncias
dessa proteina, é a primeiravez que PLD ¢ identificada em glandula de peconha de uma serpente
sul-americana. As sequéncias encontradas neste trabalho apresentam, em geral, 40-50% de
identidade com fosfolipases de aranhas.

Com relacdo ao PDGF, os transcritos identificados sdo fragmentos que compreendem
0,9% dos transcritos de componentes da peconha (Figura 1.2A) e sdo similares ao PDGF de T.
sirtalis  (XP_013912203), P. mucrosquamatus  (XP_015674824), P. bivittatus
(XP_007432415) e O. hannah (gb|ETE64578). O PDGF pode ser tanto um dominio de VEGF
como uma proteina Unica. Os fragmentos de cONA de PDGF obtidos aqui séo apenas até 30%
idénticos a VEGF e acima de 90% quando comparados a PDGF ofidicos. Portanto, o0 PDGF

identificado é, possivelmente, um componente da peconha de Cdt.

Inibidores de metaloproteases (MPi). Os inibidores CdtMPil e CdtMPi2 diferem em
sua sequéncia de nucleotideos, mas codificam a mesma proteina matura (Tabela 1.3). Por sua
vez, o CdtMPi3 compartilha 44,9% de identidade e 67,9% de similaridade com
CdtMPi1/CdtMPi2 guando considerada apenas a cadeia da proteina matura codificada por eles.
Esses inibidores correspondem a 0,9% dos transcritos de proteinas da peconha e apresentam o
dominio TIMP em sua estrutura, responsavel pela inativacdo irreversivel de metaloproteases
teciduais (LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015). A presenca de diferentes MPis na mesma

glandula pode indicar diferentes especificidades ou diferentes mecanismos de inibig&o.
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Também tem sido proposto que inibidores enzimaticos tém papel de func¢Ges regulatorias ou de
manutencdo, mas também € sugerido que essas proteinas possam inibir proteases da
presa/vitima, evitando a clivagem de toxinas ofidicas por elas (MASHIKO; TAKAHASHI,
2002; RICHARDS et al., 2011).

HRG é um membro da superfamilia das cistatinas, mas parece ndo ter atividade
inibitéria de CysProt (BROWN; DZIEGIELEWSKA, 1997). Nenhum estudo esta disponivel a
respeito de HRG ofidica, mas HRG de mamiferos desempenham ac¢des anticoagulantes e
modificadoras antifibrinoliticas em camundongos (TSUCHIDA-STRAETEN et al., 2005), o
que leva a sugerir que, caso essas proteinas sejam verdadeiros constituintes da peconha, elas
podem exercer um papel na hemostasia em conjunto com SVMP e SVSP. Fragmentos de cDNA
de HRG sdo similares a HRG de O. hannah (gb|ETE63529.1), cuja sequéncia foi identificada
através de analise genémica.

Finalizando, angiogenina e MPPESs sdo relatadas pela primeira vez em um transcriptoma
de glandula de peconha de serpente. Trés fragmentos codificadores de metalofosfoesterases
(MPPEs, Tabela 1.3) representam <1,0% e trés fragmentos de cDNA pertencentes a familia de
RNase angiogenina tiveram sua similaridade mais alta a angiogenina-2 de O. hannah
(gb|ETES8890). A presenca e o possivel papel dessas proteinas nas peconhas ainda precisa ser

melhor investigada.

Considerando a relevancia das PLA2 nos envenenamentos e a identificacdo de inibidores
de PLA: no transcriptoma realizado, optamos pela producdo em sistema heterdlogo de um
desses inibidores, visando a producéo e caracterizacdo de uma molécula com potencial para se

tornar um coadjuvante no tratamento de envenenamentos por serpentes.
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2.1.1 Panorama geral dos acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos sdo um problema negligenciado de satde publica (GUTIERREZ
etal., 2014). O reconhecimento pela Organizagdo Mundial de Saide como uma doenga tropical
negligenciada é devido tanto a gravidade desses acidentes quanto & sua incidéncia
(CHIPPAUX, 2017). Estima-se que a cada ano mais de 5 milhdes de pessoas sejam picadas por
serpente em todo o mundo, dos quais 125 mil casos evoluem para a morte e 400 mil pessoas
fiquem com sequelas permanentes (GUTIERREZ et al., 2014).

No Brasil, uma anéalise detalhada do periodo de 2007 a 2020 (com dados de 2018 a 2020
ainda sob revisdo) revela que o nimero total de casos de envenenamento por picada de serpentes
vem aumentando ano apds ano, saltando de 101.724 casos em 2007 para 237.534 em 2020
(BRASIL, 2021) (Figura 2.1A). Outro aumento também é verificado no nimero de casos em
que o género da serpente ndo € identificado ou simplesmente ignorado no preenchimento da
notificacdo (Figura 2.1A), o que pode dificultar o tratamento da pessoa envenenada, pois 0S
soros antivenenos sdo especificos para determinado(s) género(s) de serpente (INSTITUTO
BUTANTAN, 2018; HUI WEN et al., 2015).

O género Bothrops, que representa a familia das jararacas, apresenta disparadamente o
maior numero de casos registrados (Figura 2.1B). Entretanto, os géneros Crotalus (familia das
cascaveis) e Lachesis (familia das surucucus) apresentam os maiores indices de letalidade,
sendo cerca de 2 vezes maior do que o indice das serpentes Bothrops (BRASIL, 2021). Isso se
deve principalmente a diferenca na composic¢ao das peconhas visto que peconhas botropicas
apresentam, geralmente, acdo de destruicdo tecidual no local do envenenamento, engquanto
peconhas crotalicas e laquéticas tém maiores acdes sistémicas, incluindo neurotoxicidade e
miotoxicidade (BRASIL, 2001a; ZORNETTA et al., 2012).
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Figura 2.1 — NotificacOes de acidentes ofidicos A) totais e com género néo identificado e B) por género de
serpente entre os anos de 2007 e 2020. Notificacfes de acidentes por animais pe¢onhentos registradas no Sistema
de Informacéo de Agravos de Notificacdo fornecidos pelo DATASUS — Ministério da Satde (BRASIL, 2021).
Dados entre 2018 e 2020 ainda estdo sob revisdo. Abreviacdo: Ign/Branco: casos em que o género da serpente foi
ignorado ou ndo identificado no momento do preenchimento da notificagdo do acidente ofidico.

2.1.2 Fosfolipases Az e envenenamento

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo o componente majoritario das pegonhas crotalicas
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CALVETE et al., 2010; MELANI et al., 2015). No
envenenamento por serpentes, essas enzimas estdo relacionadas, principalmente, com efeitos

miotoxicos, neurotoxicos e hemoliticos, acbes na agregacao plaquetaria e também formacéo de
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edema devido a inducao de processo inflamatério (BORDON et al., 2012; CASAIS-E-SILVA
et al., 2016; PUNGERCAR; KRIZAJ, 2007; RODRIGUES et al., 2007).

As PLA: encontradas na familia Viperidae (que compreende 0s géneros Bothrops,
Crotalus e Lachesis) pertencem ao subgrupo I1A das PLA: secretadas, apresentando, em geral,
massa molecular entre 13-15 kDa e 7 ligagOes dissulfeto, e podem ser cataliticamente ativas
(Asp49-PLA>) ou inativas (Lys49-PLA2) (MORA-OBANDO et al., 2014; SCHALOSKE;
DENNIS, 2006). As PLA: cataliticamente ativas sdo responsaveis por clivar a ligacdo sn-2 de
fosfolipideos de membranas (Figura 2.2), liberando &cidos graxos e lisofosfolipideos (BURKE;
DENNIS, 2009). Entre os acidos graxos, destaca-se o acido araquidénico, que é um precursor
de eicosanoides mediadores de processos inflamatorios (DENNIS, 1997).

H,C—O0——C—R,

O—O0

—C—0—CH

0

PLA, H,C—O0——P—0—R;
5

Figura 2.2 — Clivagem de fosfolipideos de membranas por PLA:s de peconhas de serpentes.

A atividade catalitica é dependente dos residuos His* e Asp®, que ativam uma molécula
de 4gua para iniciar o ataque nucleofilico no substrato, e do residuo Asp*°, que se liga ao cofator
Ca?" e este estabiliza o intermediario tetraédrico formado durante a catalise (WARD;
CHIOATO etal., 2002). No entanto, algumas PLA; apresentam um residuo de lisina na posicéo
49 cujo grupo amino da cadeia lateral ocupa a posicdo do cofator Ca?*, mas outros residuos
também parecem estar envolvidos na perda da atividade enzimatica (por exemplo, a Lys'??)
visto que em um estudo de mutagénese sitio-dirigida realizada com a BthTX-I (uma PLA:
botrdpica), a substituicdo de Lys*® por Asp*® ndo ocasionou ganho de atividade enzimatica
(WARD et al., 2002). Além da frequente substituicio Asp*¥/Lys*, variantes com Ser, Arg, Asn
ou GIn nessa mesma posicao também ja foram relatados (FERNANDES et al., 2014).

As PLA>s encontradas na forma monomérica exercem papéis relevantes nos
envenenamentos por serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis (DAMICO et al., 2008;
GUTIERREZ; LOMONTE, 1989). Por sua vez, a crotoxina é o componente majoritario em
peconhas crotélicas, (FAURE et al., 1994), chegando a representar até 90% da quantidade de

proteinas totais na pegonha de C. d. terrificus (como visto no capitulo 1) e 82% na peconha de
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C. d. ruruima (CALVETE et al., 2010). A crotoxina € uma proteina dimérica composta por
duas subunidades (uma bésica e outra 4cida) ligadas ndo covalentemente.

A subunidade béasica (CB ou PLA: de Crotalus), cataliticamente ativa, apresenta duas
isoformas provenientes de dois diferentes RNA mensageiros, mas que diferem entre si em
apenas 8 residuos de aminodacidos dentre os 122 que comp&em a proteina matura (BOUCHIER
et al., 1991; FAURE et al., 1994). A CB ¢é responsavel por acdes como inducdo de edema,
miotoxicidade local e sistémica e necrose do musculo esquelético (BORDON et al., 2012;
GUTIERREZ et al., 2008; KOUYOUMDJIAN; HARRIS; JOHNSON, 1986).

Por sua vez, a subunidade &cida (CA ou crotapotina), cataliticamente inativa, é formada
por 3 cadeias (a, B e 7y), ligadas entre si através de ligacdes dissulfeto, provenientes do
processamento pos-traducional de um dnico precursor (pro-CA) (BOUCHIER et al., 1991;
FAURE et al., 1991). A interacdo CA-CB ocorre através de interagdes da CB com as cadeias a
e B da CA, sendo criticas as interagdes dos residuos Trp®! e Trp’® da CB com, respectivamente,
Asp®® e Asp®® da cadeia B, que bloqueiam parcialmente o acesso do substrato a diade catalitica
(His*® e Asp®) e contribuem para a toxicidade e estabilidade do complexo. Dessa forma, a CA
atua como uma chaperona, reduzindo a acdo catalitica da CB e direcionando-a para sitios
especificos que, quando afetados, levam principalmente a alteracdes neurotdxicas (BON et al.,
1979; CANZIANI; SEKI; VIDAL, 1983; HABERMANN; WALSCH; BREITHAUPT, 1972;
RUBSAMEN; BREITHAUPT; HABERMANN, 1971).

Diferentes isoformas de crotoxina tém sido identificadas, podendo ser divididas em dois
grandes grupos: um altamente tdxico e menos enzimaticamente ativo e um segundo grupo
menos toxico, porém mais enzimaticamente ativo (FAURE; BON, 1987; FAURE et al., 1991;
1994; FAURE; XU; SAUL, 2011). Essa diferenca estaria relacionada com a estabilidade do
complexo CA-CB: o grupo menos toxico apresenta subunidades menos estaveis e que se
dissociam mais rapidamente enquando as isoformas mais toxicas se dissociam mais lentamente
(FAURE et al., 1993; FAURE; XU; SAUL, 2011). Isso seria resultados de mutacfes no
primeiro residuo N-terminal (Ser/His) uma vez que a orientacéo da His! e do Trp”™ na CB
estariam em orientacdo similar, preservando a interacdo com a CA e formando complexos mais
estaveis do que em isoformas em que Ser! e Trp’® estariam em orientacdes diferentes (FAURE;
XU; SAUL, 2011).

Na década de 1960, Oswaldo Vital Brazil e colaboradores publicaram uma série de

trabalhos sobre a crotoxina envolvendo sua toxicidade, atividade neuromuscular, agéo
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cardiovascular e nefrotoxicidade (SAMPAIO et al., 2010). Nos casos de envenenamento
crotalico que evoluem para o dbito, a crotoxina € o principal componente responsavel pela
letalidade devido ao bloqueio da transmissdo neuromuscular, que leva a uma parada respiratoria
de origem periférica (BRAZIL, 1966; RODRIGUEZ et al., 2006; SAMPAIO et al., 2010). A
crotoxina também pode ser responsavel pela insuficiéncia renal aguda apresentada por varios
sobreviventes do envenenamento crotalico e essa nefrotoxicidade pode ser causada em
sinergismo com a crotamina (ALBUQUERQUE et al.,, 2013; FERNANDES; AGUIAR;
DAHER, 2008; MONTEIRO et al., 2001), um polipeptideo com ac¢do miotoxica (RADIS-
BAPTISTA; KERKIS, 2011).

2.1.3 Tratamento dos acidentes ofidicos

O tratamento dos acidentes ofidicos é realizado através da administracdo do soro
antiofidico, produzido a partir da hiper-imunizacao de cavalos com a peconha de interesse para
posterior utilizacdo do plasma/sangue para extrair e purificar as imunoglobulinas produzidas
contra a peconha administrada no cavalo. A seguir, o soro hiperimune é diluido e acrescentado
de adjuvantes para, posteriormente, ser administrado na pratica clinica (BRASIL, 1996;
GUTIERREZ; LEON; BURNOUF, 2011).

Estdo disponiveis no Brasil o0s seguintes soros antiofidicos: antibotropico,
antibotropico-crotalico, antibotropico-laquético, anticrotalico e antielapidico (INSTITUTO
BUTANTAN, 2018; HUI WEN et al., 2015). No tratamento do envenenamento por cascaveis,
utiliza-se o soro anticrotalico ou antibotropico-crotalico, podendo ser administradas até 20
ampolas de soro dependendo da gravidade do envenenamento (BRASIL, 2001b).

Embora o soro antiofidico seja utilizado por mais de um século desde sua introdugdo na
clinica por Albert Calmette em 1895 (WARRELL, 2010) e apresente elevada eficacia
(MORAIS; MASSALDI, 2009), sua utilizacdo pode levar a reacdes adversas tanto precoces
quanto tardias (LALLOO; THEAKSTON, 2003). Entre os efeitos precoces incluem reacdes de
hipersensibilidade do tipo I, que se manifestam de forma branda na maioria dos casos (por
exemplo, através de nauseas, diarreia, dor de cabeca, urticaria e febre). Entretanto, dependendo

da sensibilidade do paciente, pode ocorrer até mesmo um quadro de choque anafilatico
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(MORAIS; MASSALDI, 2009; WARRELL?, 1995 apud LEON et al., 2008). Em um estudo
de Bochner e Struchiner (2003), vitimas de envenenamento crotalico tratadas com o soro
anticrotalico apresentaram um risco de desenvolvimento de anafilaxia 30 vezes maior do que
outros pacientes internados na mesma unidade de emergéncia.

O efeito tardio da administracdo do soro € uma reacdo de hipersensibilidade do tipo 11,
ou seja, a producdo de anticorpos humanos contra os anticorpos do cavalo que foram
administrados na vitima do envenenamento. Essa reacao, também conhecida como “doenga do
soro”, ocorre normalmente entre 7 a 15 dias apds a administragdo do soro antiofidico
(MORAIS; MASSALDI, 2009). Ainda é pouco conhecida a incidéncia dessa doenc¢a porque
muitas vitimas ndo retornam ao servico de saude ap6s a alta hospitalar (RYAN et al., 2016).
Vale ressaltar que essa reacdo também pode ocorrer em vitimas que ja foram sensibilizadas com
outros tipos de soro e pode estar altamente relacionada a quantidade de soro administrada na
vitima (AMIN et al., 2008; LOVECCHIO et al., 2003; MORAIS; MASSALDI, 2009). A
“doenca do soro” ¢ de grande relevancia, pois os imunocomplexos formados podem se depositar
em diferentes tecidos do organismo, levando, por exemplo, a quadros de insuficiéncia renal
quando se depositam nos rins (DA SILVA et al., 2011).

Atualmente, apesar de grandes esforcos despendidos na producéo dos soros antiofidicos,
essa producédo ainda é similar aos metodos originalmente descritos por Vital Brazil. Algumas
inovacOes incluem o uso de apenas os fragmentos das imunoglobulinas do soro produzido no
cavalo (F(ab”)2 ou Fab), o uso do fragmento da cadeia simples variavel dos anticorpos (scFv)
e 0 uso de dominios de ligacdo de antigeno recombinante derivados de anticorpos de cadeia
pesada de camelideos (VHH). No entanto, ainda existem grandes desafios nesse campo de
estudo, como o alto custo da producdo de anticorpos monoclonais, a baixa afinidade de alguns
fragmentos de imunoglobulinas e a curta meia-vida dessas proteinas no soro (SANTOS-
FILHO; SANTOS, 2017).

Além disso, outros tratamentos do envenenamento que tém sido estudados nos Gltimos
anos incluem a utilizacdo de inibidores naturais das toxinas de serpentes. Alguns exemplos
incluem a inibicdo de hialuronidases, que atuam como fator de espalhamento da peconha
(BORDON et al., 2012; WAHBY et al., 2012), de metaloproteases, que estdo relacionadas a
efeitos inflamatorios/hemorragicos (BALDO et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2005; VALENTE

'WARRELL, D.A. Clinical toxicology of snakebite in Asia. In: Meier, J.; White, J. (Eds). Handbook of Clinical
Toxicology of Animal Venoms and Poisons. Boca Raton: CRC Press, 1995. p. 493-594.
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et al., 2001), e de PLA2 (BRYAN-QUIROS et al., 2019; LIZANO et al., 1997; ROCHA et al.,
2002; WANG et al., 2018). Outras alternativas também incluem o desenvolvimento de
nanoparticulas com habilidade para se ligar a diferentes componentes de pegonha e aptameros
e outras moléculas sintéticas que inativam toxinas particulares (GUTIERREZ, 2020).

Como descrito anteriormente, a crotoxina é o componente da peconha responsavel pela
maior gravidade dos envenenamentos crotalicos e pela mortalidade observada nesses acidentes.
Portanto, o uso de moléculas com alta especificidade para esse complexo de PLA; auxiliaria no
desenvolvimento de antivenenos que fossem mais especificos para esse componente. Por esse
motivo, inibidores de PLA: se apresentam como 6timos candidatos a serem utilizados como
complemento na terapia do envenenamento na tentativa de diminuir a dose de soro administrada

na vitima.

2.1.4 Inibidores de PLA;

Os inibidores de PLA (PLIs) compreendem uma familia de proteinas primeiramente
descritas no sangue de serpentes que sdo capazes de neutralizar a acdo de PLA2s (FORTES-
DIAS, 2002). Acredita-se que essas proteinas fagam parte de um mecanismo inato de defesa
contra a propria pegonha (no caso de serpentes peconhentas) ou contra a pegonha de outras
serpentes visto que PLIs também ja foram encontrados no sangue de serpentes ndo pegonhentas
(DUNN; BROADY, 2001; FORTES-DIAS et al., 1991; FORTES-DIAS et al., 2020;
KINKAWA et al., 2010; OKUMURA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2020). Além disso,
sugere-se uma funcdo ancestral de ligacdo ao citocromo c liberado de células mortas, antes
mesmo de sua fungdo como inibidor de PLA., e um importante papel fisiologico no sistema de
defesa do organismo (OKUMURA et al., 2003; SHIRAI et al., 2010).

Essas proteinas sdo classificadas de acordo com seus dominios estruturais e capacidade
de inibicdo de diferentes PLA> em 3 diferentes classes: alfa (a-PLI), beta (B-PLI) ¢ gama (y-
PLI), sendo que diferentes classes podem ser identificadas em uma mesma serpente (CAMPOS
et al., 2016; ESTEVAO-COSTA et al., 2016; OHKURA et al., 1997). A classificacdo dos PLIs

segundo a atividade bioldgica exercida por esses inibidores ndo € uma tarefa facil, uma vez que
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a maioria dos estudos relacionados a essas proteinas os descrevem apenas como “inibidores de

fosfolipases” (PERALES; DOMONT?, 2002 apud NEVES-FERREIRA et al., 2010).

a-PLIs. Os a-PLIs sdo compostos por pequenas subunidades (~20 kDa) que se
combinam e formam estruturas multiméricas, geralmente trimeros, com massa molecular entre
75 e 120 kDa (CAMPOS et al., 2016; OKUMURA et al., 2003; SANTOS-FILHO; SANTOS,
2017). Esses inibidores sdo proteinas com um dominio de reconhecimento de carboidrato
semelhante a lectinas, mas cujo dominio perdeu a capacidade de ligacdo ao célcio e a
carboidratos e sdo estruturalmente semelhantes a proteina surfactante pulmonar e a lectinas
animais (INOUE et al., 1991; OHKURA et al., 1993; OKUMURA et al., 2003).

Muitos a-PLIs tém sido isolados do sangue serpentes, como ja revisado na literatura
(CAMPOS et al., 2016; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; SANTOS-FILHO; SANTOS,
2017). A inibicdo das PLA; parece ser independente da atividade de lectina embora ainda ndo
se saiba 0 mecanismo exato envolvido nessa inibicdo (OHKURA et al., 1993; SANTOS-
FILHO; SANTOQOS, 2017). Sugere-se que a trimerizagdo de a-PLIs é importante para a formacéo
de um poro com residuos catiénicos no centro que interagem com residuos acidos das PLA2s
acidas e a formacéo de poros atipicos devido a mutacdo de alguns residuos de aminoacidos
levam a uma funcionalidade prejudicada no inibidor (ESTEVAO-COSTA et al., 2016).

p -PLIs. Os B-PLIs apresentam uma estrutura com varios dominios ricos em leucina
semelhante a ap-glicoproteina humana e relata-se uma inibicéo preferencial por PLA2s basicas
(OKUMURA et al., 1998). Esses inibidores sdo normalmente glicosilados, apresentando massa
molecular monomérica de ~50 kDa, que, apds reacdo de deglicosilacdo, é reduzida para ~39
kDa (OKUMURA et al., 1998; 2002). Além disso, B-PLIs podem assumir uma forma trimérica
com, aproximadamente, 150 kDa (CAMPOS et al., 2016; OKUMURA et al., 1998). Poucos
inibidores dessa classe foram relatados até 0 momento incluindo aqueles presentes em serpentes
ndo peconhentas (LIMA et al., 2011; OHKURA et al., 1997; OKUMURA et al., 1998; 2002;
SHIRAI et al., 2009).

Suspeita-se que 0s dominios ricos em leucina sejam responsaveis pela interacdo com as

PLA:s visto que esses dominios sdo bem conservados nesses inibidores e estdo, usualmente,

2PERALES, J. DOMONT, G. B. Are inhibitors of metalloproteinases, phospholipases A, and myotoxins members
of the innate immune system? In: Ménez, A (Ed). Perspectives in molecular toxinology. Chichester: John Wiley
& Sons, 2002. p. 435-456.
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envolvidos em interacBes do tipo proteina-proteina (OKUMURA et al., 1998, 2002). Um
estudo de docking e modelagem molecular sugeriu que o f-PLI CdtsbpPLI do sangue de C. d.
terrificus apresenta um formato semelhante a uma ferradura cuja face concava apresenta
residuos acidos para interacdo com residuos catiénicos das PLA; basicas (FORTES-DIAS et
al., 2019).

v -PLIs. Por sua vez, os y-PLIs apresentam uma conformagéao “three-fingered”, similar
as neurotoxinas elapidicas “three-finger”, aos antigenos Ly-6 de superficies de células de
mamiferos e ao receptor de ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (NEVES-FERREIRA
et al., 2010; OHKURA et al., 1997). Esses inibidores representam o maior grupo de PLIs
enddgenos isolados do sangue de serpentes (CAMPOS et al., 2016), estando presentes nas
familias Colubridae, Elapidae, Pythonidae e Viperidae, e compreendem os unicos inibidores ja
isolados de serpentes do género Crotalus até o momento (FORTES-DIAS et al., 1991;
GIMENES et al., 2014; PERALES et al., 1995).

Os y-PLIs, assim como os a- ¢ B-PLIs, sdo glicoproteinas oligoméricas de alta massa
molecular, podendo apresentar subunidades idénticas ou diferentes (LIZANO; DOMONT;
PERALES, 2003; SANTOS-FILHO; SILVEIRA; BOLDRINI-FRANCA, 2017) e sdo capazes
de inibir PLA,s tanto acidas como basicas (OHKURA et al., 1994).

O CNF (fator neutralizador de Crotalus) e o CICS (inibidor de crotoxina do soro de
Crotalus) isolados, respectivamente do plasma e do soro de C. d. terrificus possuem atividade
anti-neurotdxica e foram estudados independentemente por dois grupos de pesquisa (FORTES-
DIAS etal., 1991; PERALES et al., 1995). O efeito anti-neurotdxico de CICS contra a peconha
de Crotalus e a crotoxina foram demonstrados in vivo através de ensaios de letalidade. Além
disso, CNF e CICS inibiram a atividade catalitica da crotoxina e de sua PLA basica ao se ligar
a subunidade bésica e ocasionar a dissociacdo do complexo da crotoxina (FORTES-DIAS et
al., 1994; PERALES et al., 1995).

2.1.5 PLIs presentes em glandulas de peconha

A presenca de PLIs em glandulas de peconhas ou peconhas de serpentes ndo é muito

comum. Peconhas em que esses inibidores foram encontrados através de estudos de proteoma
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incluem as pegonhas de C. d. terrificus (MELANI et al., 2015), incluindo este estudo, Bothrops
jararaca (NICOLAU et al., 2017) e Boiga irregularis (PLA et al., 2018).

Além disso, técnicas dmicas também permitiram a identificacdo de transcritos de PLIs
em glandulas de pegonhas de serpentes. Como exemplos, podem ser citados inibidores nas
glandulas de Lachesis muta (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006; LIMA et al., 2011),
B. jararaca (CIDADE et al., 2006; VALENTE et al., 2018) e B. irregularis (PLA et al., 2018)
além deste trabalho como j& discutido no capitulo 1.

Interessantemente, o inibidor CdtsbBPLI recentemente identificado em amostra de DNA
do figado de C. d. terrificus (FORTES-DIAS et al., 2019) apresenta sequéncia muito
semelhante aos inibidores CdtPLI-2 e CdtPLI-3 encontrados na glandula de peconha dessa
mesma serpente (Figura 2.3).

CdtPLI-2 VLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60
CdtsbBPLI ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSLGVEALQGLPNLQE 60
CdtPLI-3 ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60
LRk ko ko kK K Kk ok Kk ko ko kR Rk ok ok kR k ok ke ko ok kR ok ok ok Rk ok ks kR ok ok ok ok ko kK
CdtPLI-2 LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHITLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120
CdtsbBPLI LHLSNNRLKSLPSGLFRNLPQLHTLDLSRNFLEDLPPEIFINASSLTHLSLSENQLAELR 120
CdtPLI-3 LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120
KA KK I KKKk ok k | KR KK KKKk ok ok kA AR K ko kokokok ok ko k ok ok kok ok ko ook ok ok &k % ok ok ok ko ok
CdtPLI-2 PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180
CdtsbBPLI PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLKELTSLDLSFNLIHRLTTGMFSGLDNLER 180
CdtPLI-3 PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180
B P B R P P R R R R
CdtPLI-2 LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240
CdtsbBPLI LVLESNPIQCIMGRTFHWRPKLSVLSLKNSSLTHVIMGVFQ-LDQLELLDLSDNEFTTLD 239
CdtPLI-3 LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240
KKK KKK Kk hhk s s AKK K e hok ok hk kA AR KKk ok hok sk k Ak ks Kk hk ok ok kXA KK s ok ok
CdtPLI-2 DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGERATS 300
CdtsbBPLI PPVHKPSANFSLDLSGNPWACDCRLENLLRWLKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGEHATS 299
CdtPLI-3 DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGEHATS 300
**:*****:******* *************:************************:***
CdtPLI-2 LOTYQICPC 309
CdtsbBPLI LQOTSQICPC 308
CdtPLI-3 LOTYQICPC 309

Kk kk KAk k kK

Figura 2.3 — Alinhamento multiplo para comparagao das sequéncias de aminoacidos dos inibidores CdtPLI-
2, CdtPLI-3 e CdtsbBPLI. Residuos ndo conservados estdo destacados em vermelho. Os residuos de cisteina
conservados e 0s possiveis sitios de N-glicosilagdo estdo, respectivamente, destacados em cinza e amarelo.
Residuos conservados envolvidos na interacdo com PLA,s (Fortes-Dias et al., 2019) estéo destacados em azul.

Uma vez que os inibidores de C. d. terrificus ainda ndo foram isolados de sua peconha
(MELANI et al., 2015), e temos disponivel as sequéncias codificadoras dessas proteinas, a

expressao heterdloga de proteinas se apresenta como uma poderosa ferramenta para producao
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do PLI recombinante, possibilitando a realizacdo de estudos estruturais e funcionais desse

inibidor.

2.1.6 Expressdo heterologa de proteinas

A expressdo heter6loga de proteinas consiste em uma ferramenta de grande importancia
na Toxinologia uma vez que pode fornecer em um curto periodo grandes quantidades de
toxinas, normalmente encontradas em concentracbes extremamente baixas nas pecgonhas
animais, auxiliando potenciais aplicagdes farmacéuticas que essas toxinas possam apresentar.
Os sistemas de expressdo mais utilizados para a producdo de proteinas recombinantes sdo a
bactéria Escherichia coli e a levedura metilotréfica Pichia pastoris brevemente apresentados

nos itens a seqguir.

2.1.6.1 Escherichia coli

A E. coli é o sistema heterdlogo muitas vezes preferencial principalmente por ser de
facil cultivo, apresentar um ciclo de vida curto e também por ser de facil manipulacéo genética
(GOPAL; KUMAR, 2013). Além disso, as rapidas taxas de crescimento e de expressdo proteica
permitem a expressdo de grandes quantidades de proteinas recombinantes em um curto periodo
de tempo (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Outras vantagens incluem: meios ricos e
complexos usados em seu cultivo podem ser feitos a partir de componentes relativamente
baratos e a transformacéo das células com DNA exdgena é rapida, podendo ser realizada em
menos de 5 min (ROSANO; CECCARELLLI, 2014).

No entanto, entre as desvantagens na expressdo de proteinas recombinantes em
organismos procariotos, estd a dificuldade na realizacdo de modificacbes pos-traducionais,
como glicosilaces e ligacdes dissulfeto (DALY; HEARN, 2005). Essa deficiéncia aliada a alta
concentracdo de proteinas produzidas, pode favorecer a agregacdo das mesmas e a formacéo de
corpos de inclusdo, sendo necessarias etapas adicionais de deshaturacdo, solubilizacdo e
enovelamento artificial da proteina recombinante (DALY; HEARN, 2005; ROSANO;
CECCARELLI, 2014).
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2.1.6.2 Pichia pastoris

A P. pastoris € uma levedura metilotréfica e, por se tratar de um organismo eucarioto,
contém a maquinaria celular necessaria para a realizacao de modifica¢fes pds-traducionais e 0
enovelamento das proteinas produzidas (AHMAD et al., 2014).

Além disso, na expressdo em P. pastoris, a proteina recombinante pode ser secretada
para o meio de cultura através da utilizagdo de um sinal de secreg¢do (a-factor) no vetor de
expresséo, facilitando sua etapa de purificacdo (AHMAD et al., 2014; CEREGHINO; CREGG,
2000; DALY; HEARN, 2005; MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Entretanto, o tempo
necessario para a expressao de proteinas no sistema de P. pastoris é normalmente maior do que
em E. coli (MORTON; POTTER, 2000), o padrdo de glicosilacdo ndo é necessariamente o
mesmo da proteina nativa e a heterogeneidade de glicosilacbes pode levar a diferentes
populagdes de glicoproteinas (AHMAD et al., 2014; DALY; HEARN, 2005).

Sendo assim, considerando a necessidade de se buscar novas alternativas para o
da crotoxina (FORTES-DIAS et al., 1994; PERALES et al., 1995), o presente capitulo visa a
producdo em sistema heterologo de um B-PLI presente na glandula de peconha de C. d.
terrificus, sua extensiva caracterizacdo estrutural e o seu estudo como um possivel

complemento na terapia do envenenamento crotalico.
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Os objetivos deste capitulo incluem a expressao heteréloga, caracterizacao e avaliagdo
do uso da versdo recombinante do inibidor de PLA, CdtPLI2 identificado na glandula de
peconha de Crotalus durissus terrificus. Para isso, seréo realizados:

v Expressdo da proteina de interesse em diferentes sistemas de expressao
heterdloga e seu isolamento atraves de diferentes técnicas cromatogréficas

v Caracterizagdo estrutural da proteina recombinante, com énfase em massa
molecular e modificacbes pds-traducionais (glicosilacao)

v’ Avaliacdo do reconhecimento da proteina heteréloga pelo soro antiofidico
comercial

v'Avaliacdo in vitro da inibicdo da atividade de fosfolipases acidas e basicas e da
atividade fosfolipasica de peconhas de diferentes serpentes brasileiras de importancia
médica

v’ Avaliagdo preliminar in vivo da redugdo da atividade edematogénica da

crotoxina e da PLA, de C. d. collilineatus
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A figura 2.4 resume as principais etapas realizadas para expressao heter6loga e
caracterizacdo bioquimica e funcional das versdes recombinantes do inibidor CdtPLI-2
identificado na glandula de peconha de C. d. terrificus.

Estudos in silico ﬁ

» Desenho do gene sintético

Expresséo e purificagdo do inibidor recombinante ‘?/1

C
rCdtPLI2 [ brCdtPLI2 )
 Transformacéo da linhagem + Transformacéo da linhagem
KM71H de P. pastoris BL21(DE3) de E. coli
* Selecdo de colbnias multicopias » Expressédo do brCdPLI2 em escala
* Avaliacdo da expressao por laboratorial
diferentes col6nias * Isolamento do brCdtPLI2 do lisado
» Expressao do rCdtPLI2 em escala celular
laboratorial
* Isolamento do rCdtPLI2 do meio
de cultura
Caracterizacédo bioguimica do inibidor recombinante i
rCdtPLI2 [ brCdtPLI2 }
» Sequenciamento N-terminal * Inibig&o da atividade PLA,
» Reconhecimento pelo soro
antiofidico

* Predicéo de epitopos de células B

» Determinacdo da massa molecular

* Avaliacdo do contetdo de
carboidratos

* Inibicdo da atividade de PLA, pelo
rCdtPLI2 glicosilado e
deglicosilado

* Inibicdo da atividade enzimatica de
diferentes peconhas ofidicas e suas
PLA,

+ Avaliacdo preliminar in vivo da
acao antiedematogénica

Figura 2.4 — Resumo das principais etapas realizadas na expressdo e caracterizacdo das versoes
recombinantes do CdtPLI-2.
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2.3.1 Desenho do gene sintético para expressao heteréloga em Pichia pastoris

A sequéncia de CcDNA do inibidor CdtPLI-2 com codons otimizados
(https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis) foi utilizada no desenho do gene
sintético do inibidor recombinante. O plasmideo pPICZaA recombinante (pPICZaA-CdtPLI2)
foi produzido pela empresa GenScript (http://www.genscript.com/gene_synthesis.html, USA)
e o inibidor recombinante foi chamado de rCdtPLI2.

O vetor pPICZoA apresenta a regido promotora 5° AOXI, fortemente induzida e
regulada por metanol, usada para dirigir a expressdo do gene que codifica a proteina de interesse
(Figura 2.5). O “o-factor” ¢ um sinal de secrecdo de Saccharomyces cerevisiae, que direciona
a proteina recombinante para secre¢cdo no meio de cultura celular (Figura 2.5). A seguir, esta o
sitio de clonagem multipla (MCS, Figura 2.5), que contém diversos sitios para inser¢ao do gene
de interesse.

A sequéncia do inibidor foi clonada entre os sitios das enzimas de restricdo Xhol
(CTCGAG) e Sall (GTCGAC) (Figura 2.5). Naregido N-terminal da proteina foi reconstituido
o0 sitio de clivagem da kexina 2 (AAAAGA), uma protease que cliva o peptideo sinal para
liberar a proteina madura, pois esse sitio foi perdido com a escolha do primeiro sitio da Xhol.
Apos o sitio da Kex2, foram adicionados uma sequéncia (CATCATCATCATCATCAT) que
codifica 6 histidinas (poli-His tag) e um sitio (GAAAACTTGTACTTTCAAGGT) de clivagem
para a protease TEV (Tobacco Etch Virus). Apos esses sitios, foi adicionado a sequéncia de
cDNA do inibidor CdtPLI-2 e um c6don de terminacéo para que a cauda de poli-His ja presente
no vetor ndo seja traduzida no C-terminal do rCdtPLI2.

Além disso, esse vetor de expressdo apresenta o gene Sh ble, cujo produto confere
resisténcia ao antibidtico Zeocin™ e funciona como um marcador de selecdo para linhagens
transformadas com o vetor pPICZaA, e a regido pUC ori, que ¢ uma origem de replicacao

bacteriana, permitindo a replicacdo e manutencdo do plasmideo em linhagens de E. coli.
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AAAAGACATCATCATCATCATCATGAAAACTTGTACTTTCAAGGTGTCCTTTACTGCCCACCCACCCCTG
CTCCAGAAAGCGTCACCGAGTTCGTCTGCAACTCTCCATCTCTACGTGAATTTCCCACCGGCTTCCCCGC
ACGAACCAAGAGTATCTCCGTTGAGTTCACCCAAGTCTCCAGCCTTGGCATGGAGGCCCTCCAAGGTCTT
CCCAACCTCCAGGAACTTCACCTCTCCAACAACAGGTTAAAAACTCTTCCAAATGGCCTCTTCCGTAACC
TCCCACAACTGCACACTCTGGATCTCTCCAATAATCTCCTGGAAGATCTACCTCCAGAGATCTTCACAAA
TGCAAGTAGCCTAACTCATTTATCCCTCAGTGAAAATCAGCTGGCTGAGCTGCGCCCATCCTGGTTCGAA
AGCCTGGAGAAACTCAGGATCCTAGGCCTTGATCACAATCAGGTGAAGGAGATCCCAATTTCTTGTTTTG
ATAAGCTGGAGGAGTTGACATCTCTAGATCTCTCATTCAACCTTCTCCATCGCCTCGCTCCAGAGATGTT
CAGCGGCTTAGACAATTTGGAGAGGTTAGTTCTGGAAAGCAACCCAATCCAGTGTATTGTCAAGAAGACC
TTCCATTGGCATCCCAAGTTGAGTGTGCTGTCCCTGAAGAACAGCAGCCTGACCCACATCATAATGGGAG
TCTTTGATCCATTGGACCAACTGGAGCTGCTGGATCTCTCTGACAATGAGCTCAGCACAATGGATGATCC
AGTGTACAAGCCGTCTGCCAATCTCAGTCTTGATCTTTCAGGAAACCGTTGGGCGTGTGACTGCCGTCTG
GAGAATCTTCTAAGATGGATCAAGGATCACAACATCCATTTATATTCCAAGGAGGAATTTGTCTGTGCTT
CCCCCAAGCATTTCAAGGGTGAACGTGCAACTTCACTTCAAACATACCAAATTTGTCCCTGC

sitioda Kex  His-tag sitio de clivagemda TEV CdtPLI2

Figura 2.5 — Vetor recombinante pPICZaA-CdtPLI2. Figura fornecida pela empresa Thermo Fischer
(Invitrogen) com modificagdes feitas no software SnapGene® Viewer.

2.3.2 Propagacio do plasmideo pPICZoA-CdtPLI2 em E. coli DH5a

Células de E. coli DH5a quimiocompetentes foram transformadas com 200 ng do
plasmideo pPICZaA-CdtPLI2 produzido pela empresa GenScript. A suspensédo de células e o

plasmideo foram homogeneizados e deixadas em banho de gelo por 30 min. O controle negativo

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo II: Materiais e métodos 89

consistiu na suspensdo contendo apenas a bactéria quimiocompetente. Cada tubo foi aquecido
na temperatura de 42 °C por 2 min e novamente transferido para o banho de gelo, onde
permaneceu por 5 min. Em cada tubo, foram adicionados 270 pL de meio de cultura Luria
Bertani (LB) low salt (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, pH 7,3) e os tubos
foram mantidos sob agitacdo (300 rpm), a 37 °C, por 60 min. Apos a incubacdo, as células
foram inoculadas em placa contendo meio LB low salt agar (triptona 1%, extrato de levedura
0,5%, NaCl 0,5%, &gar 1,5%, pH 7,3) com o antibio6tico zeocina (25 pg/mL, Invitrogen, USA)
e incubadas durante a noite em 37 °C.

A um tubo de centrifuga contendo 10 mL de meio LB low salt e zeocina (25 pg/mL) foi
adicionada 1 coldnia de E. coli DH5a transformada e as células foram incubadas durante a noite
sob agitacdo (190 rpm) em 37 °C. O DNA foi extraido e purificado utilizando o kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, EUA), seguindo o protocolo
disponibilizado pelo fabricante. Apos extracdo, a quantidade de DNA foi estimada pelo método

“acido nucléico” do espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA).

2.3.3 Linearizacao e purificaciao do vetor recombinante pPICZaA-CdtPLI2

Aproximadamente 5 pg do vetor pPICZaA-CdtPLI2 foram incubados com 10 unidades
da enzima Pmel (New England Biolabs, USA), por 5 h, na temperatura de 37 °C, e sob agitacédo
constante (300 rpm). A reacdo de linearizacédo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1%, tendo como controle negativo o vetor pPICZaA-CdtPLI2 ndo linearizado. O gel foi
preparado a 1% em agarose em solucdo-tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE, pH 8) — Tris 40
mM, acetato 20 mM, EDTA 1 mM — e a incorporacao de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
(cat: 41003, Biotium, USA) ao gel (para concentracdo final de 1,67X) permitiu a visualizacdo
das bandas de DNA apods incidéncia de luz ultravioleta pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel
Documentation (Bio-Rad, USA). A corrida eletroforética foi realizada no mesmo tampédo TAE
acima descrito, sob voltagem constante de 90 V.

O DNA linearizado foi purificado do meio reacional através de precipita¢do por etanol.
Primeiramente, foi adicionado 1/10 do volume da reacdo de solucdo-tampao acetato de sodio 3
M (pH 5,2), seguida da adicdo de 2,5 vezes o volume de etanol 100% gelado. A amostra foi
congelada (-80 °C) por 15 min e centrifugada (10 min, 4 °C, 13 000 xg). O sobrenadante foi

descartado e 500 pL de etanol 80% foram adicionados. Procedeu-se nova centrifugacdo (10
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min, 4 °C, 13 000 xg), o sobrenadante foi novamente descartado e aguardou-se até secura total
do tubo. O DNA do tubo foi ressuspendido em 10 pL de &gua nucleasse free (Promega) e sua
quantidade foi estimada pelo método “acido nucléico” no espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000

(Thermo Fisher Scientific).

2.3.4 Transformacéo das células KM71H de P. pastoris

Células de P. pastoris KM71H competentes para a transformacdo foram preparadas
como descrito por Cregg (2007).

Pré-indculo 1. Células da linhagem KM71H de P. pastoris foram inoculadas em um
tubo contendo 5 mL de meio YPD (yeast extract peptone dextrose; extrato de levedura 1%,
peptona 2%, dextrose 2%), sob agitacdo (190 rpm), a 30 °C, entre 8-10 h.

Pré-inoculo 2. Uma aliquota de 50 pL do pre-indculo 1 foi inoculada em um erlenmeyer
contendo 50 mL de meio YPD e incubada durante a noite sob agitacdo (190 rpm), a 30 °C, ate
que a cultura apresentasse densidade Optica de 1,2.

Preparo das células competentes. O pre-indculo 2 foi centrifugado (1500 xg, 4 °C, 5
min) e as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio YPD com HEPES 170 mM (pH 7,5).
A seguir, foram adicionados 250 pL de 1,4-ditiotreitol (DTT) 1 M esteéril a cultura e as células
foram incubadas a 30 °C, por 15 min. Agua ultrapura estéril foi adicionada a cultura para um
volume final de 50 mL e as células foram novamente centrifugadas (1500 xg, 4 °C, 5 min). O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 2 mL de sorbitol 1 M e novamente
centrifugadas (1500 xg, 4 °C, 5 min). Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspenderam-se as
células em 50 pL de sorbitol 1 M.

Transformacdo. Em um microtubo previamente esterilizado, adicionou-se 40 pL das
células competentes e 8 uL (213,9 ng/uL) do plasmideo pPICZaA-CdtPLI2 linearizado. Essa
mistura foi transferida para a cubeta eletroporadora e incubada no gelo por 5 min. As células
foram eletroporadas (1450 V, 5,4 ms) no eletroporador Eporator (Eppendorf, Alemanha).
Imediatamente ap6s o choque, adicionou-se 1 mL de sorbitol 1 M e as células foram transferidas
para um tubo e incubadas a 30 °C, por 3 h. As células transformadas (100 uL) foram inoculadas
em placa com meio YPDS (yeast extract peptone dextrose sorbitol) &gar (extrato de levedura
1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1 M e agar 2%), contendo o antibiotico zeocina (500

pg/mL), na temperatura de 30 °C, por 2 dias.
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Sele¢éo das colbnias transformantes. Dez col6nias isoladas foram selecionadas apds a
etapa de transformagéo, inoculadas em 5 mL de meio YPD com zeocina (500 pg/mL) e
incubadas durante a noite (200 rpm, 30 °C). Para cada col6nia, retirou-se uma aliquota de 5 pL
que foi adicionada a 15 pL de &gua e fervida por 5 min, a 100 °C. Nas reagdes de PCR
realizadas, foram utilizados primers 5 ¢ 3’ (400 nM), Triton X-100 (1%), MgCl. (1,5 mM),
Taq DNA polimerase (1,25 U), tampéo da Taq (-MgCl>), dNTP mix (200 uM), 1 uL da colonia
transformante e agua ultrapura estéril (para um volume final de rea¢do de 25 pL). Usou-se 0
primer 5’ -TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’ como primer 5’ para a regido do o-factor e o
primer 5’ -GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ como primer 3’ para a regido do AOX 1. Como
controle negativo, utilizou-se 1 pL de agua ultrapura estéril e, como controle positivo, 1 uL do
plasmideo pPICZaA-CdtPLI2 n&o linearizado (128,1 ng/uL). As amostras foram aquecidas por
3 min, a 94 °C, e as etapas de PCR incluiram 35 ciclos de desnaturagéo, anelamento e extenséo
(1 mina 94 °C, 1,5 mina 55 °C e 4 min a 72 °C). A seguir, as amostras foram mantidas a 72
°C, por 7 min, e, posteriormente, resfriadas para 4 °C. Os produtos de PCR foram separados
em gel de agarose 1% e as bandas de DNA foram visualizadas com GelRed™ Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium).

2.3.5 Selecdo de coldnias multicopias apos a transformacéao

Colbnias multicdpias apos transformacéo da P. pastoris com o vetor pPICZaA-CdtPLI2
foram selecionadas segundo o método de Sunga, Tolstorukov e Cregg (2008), baseado na
inoculacéo das colbnias sucessivamente em meio de cultura contendo concentragdes crescentes
do antibidtico marcador de selecdo. As coldnias positivas no ensaio de PCR (item 2.3.4) foram
primeiramente inoculadas e crescidas (30 °C) em placas com meio YPD agar com zeocina 1000
pg/mL. A seguir, foram inoculadas em placa com meio YPD &gar com zeocina 2000 pg/mL e
incubadas novamente (30 °C).

Posteriormente, uma pequena aliquota de células de cada colonia foi dispersa em 20 pL
de &gua ultrapura estéril e fervida (5 min, 100 °C). A seguir, cada coldnia foi submetida ao
ensaio de PCR de colbnia, no qual 1 puL de cada colonia (suspensdo fervida), controle positivo
(108 ng/uL do plasmideo pPICZaA-CdtPLI2 ndo linearizado) e negativo (&dgua ultrapura
estéril), foram adicionados a mistura reacional contendo 400 nM de cada primer 5’ e 3°, 1,25
U de Tag DNA polimerase (P1011, Sinapse Inc.), tamp&o do PCR 10x concentrado (Tris-HCI
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100 mM, pH 8,8, KCI 500 mM, Triton X-100 1% e MgCl> 16 mM), 200 uM de dNTP mix
(N9013, Sinapse Inc.) e agua ultrapura estéril para um volume final de reagdo de 25 pL. Os
primers e os ciclos do PCR foram os mesmos ja descritos no item 2.3.4. Os produtos de PCR
foram separados em gel de agarose 1% e as bandas de DNA foram visualizadas com GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium).

2.3.6 Avaliacéo da expressdo do rCdtPLI12 em placa deep-well

As colbnias 1, 2, e 6, super-resistentes a zeocina e positivas no ensaio de PCR, foram
submetidas a uma avaliacdo inicial da expressdo do rCdtPLI2 em placa deep-well.
Pré-inoculo. As colbnias foram inoculadas em 5 mL de meio YPD com zeocina (2000
pg/mL) e incubadas por, aproximadamente, 15 h sob agitacdo constante (200 rpm), a 30 °C.
Geracdo de biomassa. Para cada colonia a ser testada, 100 pL do indculo foram
inoculados em 3 mL BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium; extrato de levedura 1%,
peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 6, YNB 1,34%, biotina 4x10°% e glicerol 1%)
com zeocina (50 pg/mL) e incubados por 48 h, a 30 °C, sob agitacdo constante (210 rpm).
Inducédo da expressdo. As células foram centrifugadas (1500 xg, 10 min, temperatura
ambiente) e o sobrenadante desprezado para posterior ressuspensdo das células em 2 mL de
BMMY (Buffered Methanol-complex Medium; extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de
potassio 100 mM, YNB 1,34%, biotina 4x10°% e metanol 0,5%), em pH 6 ou 7. Apés a
ressuspensdo, foi retirada uma aliquota de 50 pL da cultura para obtencéo do sobrenadante apds
centrifugacdo (3000 xg, 4 °C, 10 min) e as células foram alimentadas com metanol puro q.s.p.
0,75% a cada 24 h, até um total de 120 h, para manter a inducédo da expressdo. Nos tempos de
48 e 120 h também foram obtidos sobrenadantes da cultura, como descrito para o tempo zero,
e a expressao foi avaliada por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLLI, 1970).

2.3.7 Avaliacdo da expressdo do rCdtPLI2 pelas coldnias n° 1, 2 e 6 em escala laboratorial

pequena

Pré-indculo. As colbnias selecionadas foram inoculadas em um tubo (50 mL) contendo
5 mL de BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 6, YNB
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1,34%, biotina 4x10°% e glicerol 1%) com zeocina (50 pg/mL) e incubadas por,
aproximadamente, 15 h, sob agitacdo constante (190 rpm), a 30 °C.

Geragdo de biomassa. As células foram inoculadas em um Erlenmeyer (1 L) contendo
250 mL de BMGY, para geracdo de biomassa, e realizou-se incubacgéo sob agitacéo constante
(190 rpm), a 30 °C, até as células atingirem DOsoo entre 2 e 6 (aproximadamente, 24 h).

Inducdo da expressdo. As células foram centrifugadas (1500 xg, 5 min, temperatura
ambiente) e o sobrenadante desprezado. As culturas foram ressuspendidas em 50 mL de BMMY
(extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potéassio 100 mM, pH 7, YNB 1,34%, biotina
4x107°% e metanol 0,5%) com casaminoécidos 1,5% e transferidas para um Erlenmeyer (250
ou 500 mL) e incubadas (190 rpm, 26 °C) durante 120 h. Retirou-se uma aliquota de 100 uL de
meio de cultura representando o tempo zero de expressdo, que foi centrifugada (3000 xg, 4 °C,
10 min), para armazenamento do sobrenadante, e alimentou-se a colonia com metanol para
concentracgdo final de 0,75%. A cada 24 h, nova aliquota de meio de cultura foi retirada para
obtencdo do sobrenadante e a cultura alimentada com metanol g.s.p. 0,75%, até o total de 120
h de inducédo da expresséo. As expressdes foram avaliadas por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLLI,
1970).

Purificagdo do rCdtPLI2. O sobrenadante da cultura celular foi submetido a uma
cromatografia de afinidade em coluna com resina de niquel (3 mL, Ni-NTA Agarose,
QIAGEN), com modificacdes do método proposto por Boldrini-Franca et al. (2015). A coluna
foi equilibrada com tampé&o A (Tris-HCI 10 mM, NaH2PO4 50 mM e NaCl 100 mM, pH 8) e 0
inibidor recombinante foi separado das proteinas da P. pastoris atraves de um gradiente de
imidazol (0-250 mM) nesse mesmo tampao, sendo 3 volumes de coluna (CV) com 10 mM, 2
CV com 50 mM (coletados em duas fra¢bes de 3 mL cada), 2 CV com 100 mM (coletados em
duas fracbes de 3 mL cada), 3 CV com 250 mM de imidazol (coletados em fracdes de 3 mL
cada). As fracBes contendo o rCdtPLI2, cuja visualizacdo foi feita através de SDS-PAGE 13,5%
(LAEMMLLI, 1970), em conjunto com o método de coloracédo por prata (KAVRAN; LEAHY,
2014), foram reunidas e concentradas em Amicon® Ultra-15 10K (Merck Millipore, EUA) e
lavadas com Tris-HCI 50 mM (pH 8) para retirada do imidazol. As fragdes concentradas foram
diluidas em agua e &cido trifluoroacético (TFA) g.s.p. 0,1% e aplicadas na coluna de fase
reversa Jupiter® 5u C4 300 A (250 x 4,6 mm, Phenomenex, EUA), previamente equilibrada

com TFA 0,1%. As fragbes da cromatografia de fase reversa foram eluidas através de um
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gradiente de acetonitrila (ACN, 0-80%) em TFA 0,1%, sob vazdo de 1 mL/min, e monitoradas

pelo sistema Akta pure (GE Healthcare, Suécia) em 214 nm.

2.3.8 Expressao e purificagdo do rCdtPLI2 pela colonia n® 2 em escala laboratorial

Pré-indculo. A colbnia foi inoculada em um Erlenmeyer (125 mL) contendo 10 mL de
BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM pH 6, YNB 1,34%,
biotina 4x10°% e glicerol 1%) com zeocina (100 pg/mL) e incubada por, aproximadamente,
15 h sob agitacdo constante (190 rpm), a 30 °C.

Geracéo de biomassa. As células foram inoculadas em um Erlenmeyer (2 L) contendo
500 mL de BMGY, para geracdo de biomassa, e realizou-se incubacgéo sob agitacdo constante
(190 rpm), a 30 °C até as celulas atingirem DOsoo entre 2 e 6 (aproximadamente, 24 h).

Inducédo da expressdo. As células foram centrifugadas (1500 xg, 5 min, temperatura
ambiente) e o sobrenadante desprezado. As culturas foram ressuspendidas em 100 mL de
BMMY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, pH 7, YNB 1,34%,
biotina 4x10°% e metanol 0,5%) com casaminoacidos 1,5%, transferidas para um Erlenmeyer
(1 L) e incubadas (190 rpm, 26 °C) durante 120 h. Retirou-se uma aliquota de 100 pL de meio
de cultura representando o tempo zero de expressao, que foi centrifugada (3000 xg, 4 °C, 10
min), para armazenamento do sobrenadante, e alimentou-se a col6nia com metanol, para
concentracdo final de 0,75%. A cada 24 h, nova aliquota de meio de cultura foi retirada, para
obtencdo do sobrenadante, e a cultura alimentada com metanol g.s.p. 0,75% até o total de 120
h de inducéo da expressao. A expressdo foi avaliada por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLLI, 1970)
utilizando as aliquotas coletadas em diferentes tempos de expressao.

Purificacdo. Primeiramente, o sobrenadante da cultura celular foi submetido a uma
cromatografia de afinidade em coluna com resina de niquel (3 mL, Ni-NTA Agarose,
QIAGEN), previamente equilibrada com tampao A (Tris-HCI 10 mM, NaH2PO4 50 mM e NaCl
100 mM, pH 8). O inibidor recombinante foi separado das proteinas da P. pastoris através de
um gradiente de imidazol (0-250 mM) nesse mesmo tampéao, sendo 2 CV com 0 mM coletados
como “lavado”, 3 CV com 10 mM, 5 CV com 100 mM coletados em 2 fragdes com 7,5 mL
cada e 3 CV com 250 mM de imidazol coletados com 3 mL cada uma. As fracdes da
cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970) e os géis foram
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corados pelo método de coloragdo por prata (KAVRAN; LEAHY, 2014) ou com Coomassie®
Brilliant Blue G-250 (Sigma, EUA) para visualizacdo das bandas de proteinas.

As fragdes contendo o inibidor foram reunidas ou submetidas separadamente a
cromatografia de filtragdo molecular na coluna HiTrap Desalting G25 (5 mL, GE Healthcare)
previamente equilibrada com TFA 0,05%. Para isso, foi realizada eluicdo isocratica nessa
mesma solucdo e o sistema Akta purifier UPC-10 (GE Healthcare) realizou medidas de
absorbancia em 280 nm. A amostra dessalinizada foi adicionada de TFA q.s.p. 0,1% e
fracionada por cromatografia de fase reversa como descrito no item 2.3.7, mas monitorada pelo
sistema Akta purifier UPC-10 em 280 nm.

2.3.9 Confirmacéo da expressdo do rCdtPLI2

A sequéncia primaria do N-terminal do rCdtPLI2 foi obtida através do método de
degradacédo de Edman (EDMAN; BEGG, 1967) em um sequenciador de proteinas automatizado
(Sistema PPSQ-33A, Shimadzu, Japdo). O aminoacido derivado da reacdo com o PITC é
convertido a PTH-aminoacido que é, entdo, separado por cromatografia de fase reversa (RP-
HPLC) e quantificado/identificado através de comparacao com padrdo de 25 pmol analisado no

inicio de cada sequenciamento.

2.3.10 Reconhecimento do rCdtPLI2 pelo soro anticrotalico comercial

A avaliacdo do reconhecimento do inibidor recombinante rCdtPLI2 pelo soro
anticrotalico comercial foi realizada através do método Enzyme Linked Immunono Sorbent
Assay (ELISA). Para isso, uma microplaca de 96 pocos foi sensibilizada com 2 ug de cada
amostra-teste: rCdtPLI2, peconha de C. d. collilineatus (CdcV), peconha de C. d. terrificus
(CdtV), crotoxina de C. d. collilineatus (CTx-Cdc) e a cadeia basica da crotoxina de C. d.
collilineatus (CB-Cdc). A cada uma dessas amostras foi adicionado previamente tampédo
carbonato/bicarbonato 50 mM (pH 9,6) em q.s.p. 100 pL. Para o controle positivo do
experimento, a microplaca foi sensibilizada com soro de cavalo ndo-imunizado (H0146-5 mL,
Sigma), diluido 1:50 em tampéo carbonato/bicarbonato 50 mM (pH 9,6) g.s.p. 100 pL. A placa

foi incubada durante a noite em 4 °C.
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Apos esse periodo, o conteudo dos pogos foi descartado e a placa lavada com solugédo
salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2). A seguir, foi adicionado PBS-leite (MPBS, 2%)
para bloqueio da placa e esta foi incubada por 2 h, a 37 °C, e, posteriormente, lavada novamente
com PBS (pH 7,2). Em todos os pogos, foi adicionado soro anticrotalico comercial produzido
pelo Instituto Butantan (diluido 1:100 em MPBS 1%) e a placa foi incubada por 1 h, a 37 °C.
Para o controle negativo de cada amostra, 0 soro anticrotalico comercial (anticorpo-primario)
foi substituido pelo soro de cavalo ndo-imunizado na mesma diluig&o.

A placa foi, entdo, lavada com solugéo de PBS (pH 7,2)-Tween 0,05% e depois com
PBS (pH 7,2). Apos isso, anticorpos anti-cavalo conjugados com peroxidase (Sigma A6917-1
mL) diluidos 1:3000 em MPBS 1% foram adicionados em cada poco e a placa foi incubada por
1 h em 37 °C. Procedeu-se nova lavagem da placa com PBS (pH 7,2)-Tween 0,05% e depois
com PBS (pH 7,2).

Em seguida, foi adicionado o substrato para a peroxidase conjugada com o anticorpo
(SIGMAFAST#OPD, P8197, Sigma) para o desenvolvimento de cor nos pogos em que a
amostra foi reconhecida pelo anticorpo. A reacdo foi interrompida com H.SOs 1 M e a
absorbancia de todos os pogos foi mensurada em 490 nm pelo leitor de microplacas Sunrise™,
O ensaio foi realizado em quadruplicata e os resultados analisados pelo software GraphPad
Prism 6.01 (GraphPad Software, EUA) por two-way ANOVA (analise de variancia) seguido
do teste de Bonferroni para comparagdes mdultiplas, sendo estatisticamente significante quando
p <0,05.

Para avaliar possivel reconhecimento inespecifico pelos anticorpos anti-cavalo
conjugados com peroxidase (anticorpo secundario), este foi utilizado como anticorpo primario
durante o experimento. Nesse caso, os resultados foram analisados por one-way ANOVA,

sendo estatisticamente significante quando p < 0,05.

2.3.11 Predicao de epitopos lineares de células B

A predicdo de epitopos lineares de células B foi realizada pelo servidor ABCpred
(SAHA,; RAGHAVA, 2006) disponivel em:
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.html. Para isso, utilizaram-se 0s parametros

threshold de 0,9 e comprimento da janela de 14-16 aminoéacidos.
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2.3.12 Inibicao da atividade fosfolipasica pelo rCdtPLI2 glicosilado

2.3.12.1 Isolamento das toxinas

CTx-Cdc. Aproximadamente 70 mg da peconha de C. d. collilineatus foram
ressuspendidos em tampéo bicarbonato de aménio 0,1 M (pH 7,74) e centrifugados (13000 xg,
10 min, temperatura ambiente. A seguir, o sobrenadante foi filtrado em uma coluna HiPrep™
16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare) previamente equilibrada com tamp&o bicarbonato
de aménio 0,1 M (pH 7,74). A eluicdo das amostras seguiu um gradiente isocratico nesse
mesmo tamp&o, sob vazdo de 0,5 mL/min, e foi monitorada em 214 nm pelo sistema Akta
purifier UPC-10. A fracdo S4 foi dessalinizada através de eluicdo isocratica na coluna HiTrap
Desalting G25 (5 mL, GE Healthcare) previamente equilibrada com TFA 0,05%. A eluicdo da
amostra foi monitorada pelo sistema Akta pure (GE Healthcare) em 280 nm e a fracdo S4
dessalinizada foi liofilizada para posterior uso. Para checagem do grau de pureza, a fracdo S4
foi solubilizada em TFA 0,1% e submetida a cromatografia de fase reversa em coluna Vydac®
com resina C18 (250 x4,6 mm, GRACE, EUA) como descrito por Boldrini-Franca et al. (2010).
A eluicio das amostras foi monitorada pelo sistema Akta purifier UPC-10 em 214 nm.

CB-Cdc. Cerca de 50 mg da peconha de C. d. collilineatus foram ressuspendidos em
500 puL de TFA 0,1% e 5 pL de acido formico e centrifugados (13000 xg, 10 min, temperatura
ambiente). As proteinas sollveis da peconha foram fracionadas por cromatografia de fase
reversa segundo modificacbes no método de Calvete, Juarez e Sanz (2007). Para isso, 0
sobrenadante foi aplicado em uma coluna semi-preparativa Jupiter® C18 (5 um, 300 A, 250 x
10 mm, Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluicdo das amostras seguiu
um gradiente segmentado (0-100%) de solucdo B (ACN 80% em TFA 0,1%), sob vazdo de 5

mL/min, e foi monitorada em 214 nm pelo sistema Akta purifier UPC-10.

2.3.12.2 Atividade enzimatica sobre substrato cromogénico

O ensaio de atividade foi realizado com base no método de Petrovic et al. (2001) sobre
0 substrato 4-Nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid (NOB, Enzo Life Sciences, Inc., EUA). O
NOB foi solubilizado em etanol 100% (10 mg/mL) e incubado (37 °C) com as amostras e
tampéo Tris-HCI 50 mM com KCI 150 mM e CaCl> 10 mM (pH 7,5), para concentracao final
de 500 uM. As amostras consistiram em 2 pg de CB-Cdc ou CTx-Cdc pré-incubadas (37 °C,
15 min, 300 rpm) com o rCdtPLI2 glicosilado (2, 4 ou 8 ng), sendo o controle positivo a
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atividade enzimética de 2 pug de CB-Cdc ou CTx-Cdc na auséncia de inibidor. Também foram
incubados com o substrato 8 pg de rCdtPLI2 glicosilado como controle.

Apo6s 120 minutos de incubacéo, a absorbancia das amostras foi lida em 425/600 nm
pelo leitor de microplacas Sunrise™, sendo a atividade fosfolipasica diretamente relacionada
com o0 aumento da absorbancia. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram
analisados pelo software GraphPad Prism 6.01 por one-way ANOVA seguido do teste de
Dunnett para comparacGes multiplas. As amostras foram comparadas ao controle positivo (CB-
Cdc ou CTx-Cdc) e os resultados foram expressos como a média + o desvio padrdo, sendo
considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

2.3.13 Avaliagéo do contetdo de carboidratos

Analise de N-glicosilagdes. Para analisar as N-glicosilacGes presentes no rCdtPLI2, uma
aliquota do inibidor foi reduzida conforme ja realizado por Wiezel et al. (2019). Para isso, ~15
pg de rCdtPLI2 solubilizados em 24 pL de tampdo bicarbonato de amoénio 20 mM (pH 8) foram
adicionados de 2 L de SDS 5% e 2 uL de DTT 1 M e mantidos em 95 °C por 10 min. A seguir,
a amostra foi deixada em temperatura ambiente por 5 min e adicionada de 4 pL de Triton X-
100 10%. Para a reacdo de deglicosilacdo, foi adicionado 1 puL de PNGase F (Peptide-N-
glycosidase F, 5000 U/mL, G5166, Sigma) e a amostra foi incubada em 37 °C e 300 rpm
(ThermoMixer C) por 4 h. Em seguida, a amostra foi mantida em 100 °C por 5 min, para parar
a reacdo, e armazenada em -20 °C até o momento do uso. Como controle positivo de
glicosilacdo, foram utilizados ~15 pg de rCdtPLI2 que foram submetidos a todas as etapas
anteriores exceto a adicdo de PNGase F. As amostras foram avaliadas por SDS-PAGE 13,5%
(LAEMMLI, 1970) e aplicadas (em duplicata) no gel. Metade do gel foi corado com
Coomassie® Brilliant Blue G-250 e a outra metade foi corado com acido periddico de Schiff
(PAS) para coloracéo das glicosilacbes (DOERNER; WHITE, 1990).

Analise de O-glicosilacBes. Para a analise das O-glicosilaces, foram utilizadas 3
amostras com, aproximadamente, 30 pg de rCdtPLI2 cada. A primeira amostra foi apenas
reduzida como descrito acima e utilizada como controle positivo de glicosilacdo. A terceira
amostra foi submetida a N-deglicosilacdo com 2 uL de PNGase F (10000 U/mL, Promega), por
3 h, seguindo o protocolo do paragrafo anterior. Em seguida, a segunda e a terceira amostras

foram adicionadas de tampéo acetato de soédio 1 M (pH 4), até obter pH préximo a4, e de 0,5
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unidades da enzima a-manosidase (M7257, Sigma) e incubadas por 2 h (300 rpm), a 25 °C. As
trés amostras foram aplicadas em duplicatas em dois géis de SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI,
1970). Um gel foi corado com Coomassie® Brilliant Blue G-250 e o outro foi corado com PAS
(DOERNER; WHITE, 1990) para analise das glicosilaces.

2.3.14 Determinacdo da massa molecular do rCdtPLI2

Uma amostra contendo ~10 pg de rCdtPLI2 foi diluida na proporcéo 1:1 com matriz de
acido sinapinico (5 mg/mL) em TFA 0,1% e ACN 50%, aplicada em uma placa de MALDI (do
inglés, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) e deixada a temperatura ambiente para
evaporagdo do solvente. A massa molecular do inibidor foi determinada por espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF (MALDI-TOF MS) usando o sistema Ultraflex 11 MALDI
TOF/TOF (Bruker Daltonics, EUA). O equipamento foi calibrado na faixa de 20000-70000 Da
(Protein Standard Il for Mass Spectrometry, Bruker Daltonics) e operado em modo linear
positivo com 2500 shots por espectro. Os dados foram analisados pelo software flexAnalysis
versdo 3.4.76.0 (Bruker Daltonics).

2.3.15 Avaliacdo preliminar da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA:, de

serpentes

Para a N-deglicosilagdo do rCdtPLI2, 85 pg do inibidor foram solubilizados em tampéo
bicarbonato de amoénio 50 mM e digeridos com 8,5 uL. de PNGase F (V4831, Promega)
seguindo instrucdes do fabricante. A reacdo de deglicosilacdo foi mantida em 37 °C durante 6
h, sob agitagdo de 300 rpm (ThermoMixer C). Como controle da N-deglicosilacdo, 30 pg de
rCdtPLI2 em tampdo bicarbonato de aménio 50 mM foram incubados nas mesmas condicdes
acima (item 2.3.13).

Para a deglicosilacdo com alfa-manosidase, 100 pg do rCdtPLI2 em tampao acetato de
sodio 100 mM (pH 4) foram incubados em 25 °C com 0,5 U de alfa-manosidase (M7257,
Sigma), durante 3 h e sob agitacdo de 300 rpm (ThermoMixer C). Como controle da
deglicosilagdo com alfa-manosidase, 20 pg de rCdtPLI2 em tampao acetato de sédio 100 mM

(pH 4) foram incubados nas mesmas condic¢des acima (item 2.3.13).
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A seguir, a SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970) foi realizada com uma aliquota de cada
amostra e o gel foi corado com Coomassie® Brilliant Blue G-250 para visualiza¢do das bandas
de proteinas. O restante da amostra foi submetido ao ensaio de inibicdo da atividade
fosfolipasica sobre o substrato cromogénico NOB (item 2.3.12.2). Para isso, 2 pug de CB-
Cdc/CTx-Cdc foram pré-incubados (37 °C, 15 min, 300 rpm) com 2 ou 4 pg do rCdtPLI2 pos-
ensaio de deglicosilagdo, ou apenas com a solucdo-tampéo do ensaio para controle de cada
reacao (controle positivo). O controle negativo consistiu em 4 pg do rCdtPLI2 po6s-ensaio de
deglicosilacdo. Nesse ensaio, também foi avaliada a atividade inibitéria do rCdtPLI2
glicosilado, que permaneceu armazenado em, aproximadamente, 4 °C na geladeira,
paralelamente aos ensaios de deglicosilacdo. A absorbancia de cada amostra foi lida apds 120

min de incubacéo.

2.3.16 Avaliacdo da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre diferentes peconhas

ofidicas

A acdo inibitéria do rCdtPLI2 sobre diferentes peconhas ofidicas brasileiras de interesse
médico foi avaliada através do ensaio de atividade fosfolipasica sobre o substrato NOB (item
2.3.12.2). Amostras das pegonhas de B. jararacussu, B. neuwiedii, B. moojeni, B. jararaca, L.
muta, C. d. cascavella, C. d. terrificus e C. d. collilineatus foram dispersas em Tris-HCI 100
mM (pH 7,4) e centrifugadas (4 °C, 10000 xg, 10 min). O precipitado foi armazenado e o
sobrenadante de cada amostra de peconha teve a quantidade de proteinas estimada pela sua
absorbancia em 280 nm no espectrofotometro NanoDrop™ 2000. Cerca de 70 pg de cada
peconha foram aplicados em um gel de SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970), que foi,
posteriormente, corado com Coomassie® Brilliant Blue G-250 para visualizagdo das bandas de
proteinas.

Para 0 ensaio de inibicdo da atividade fosfolipasica, o inibidor foi previamente
submetido a reacdo de deglicosilacdo pela enzima alfa-manosidase. Sendo assim, 145 pg do
rCdtPLI2 em tampdo acetato de sodio 100 mM (pH 4) foram incubados (25 °C, 2 h, 300 rpm)
com 0,72 U de alfa-manosidase (M7257, Sigma). Em seguida, 20 pg de cada pegonha foram
pré-incubados (15 min, 37 °C) com 2 pg do rCdtPLI2 deglicosilado, com excecdo das pegonhas
de B. jararaca e L. muta, para as quais foram incubados 40 ug de cada pegonha com 4 ug do

inibidor deglicosilado. Os controles positivos da reagdo consistiram nas amostras de pegonha
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sem adi¢do do inibidor, mas pré-incubadas (37 °C, 15 min) com o tamp&o de atividade. A
seguir, todas as amostras foram incubadas com o substrato (37 °C, 120 min) e a absorbéncia foi
lida em 425/600 nm pelo leitor de microplacas Sunrise™, sendo a inibi¢do da atividade

fosfolipésica diretamente relacionada com a diminuigdo da absorbancia.

2.3.17 Inibicao de fosfolipases acidas e basicas pelo rCdtPLI2 deglicosilado

2.3.17.1 Isolamento da Lmr-PLA;

A Lmr-PLA; foi isolada conforme ja descrito por Cordeiro et al. (2015). Para isso, 25
mg da peconha de L. muta foram dispersos em 500 pL de tampao acetato de sodio 50 mM com
NaCl 0,15 M (pH 6) e centrifugados (12000 xg, 4 °C, 10 min). O sobrenadante foi filtrado com
gradiente isocratico na coluna HiPrep™ 16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare),
previamente equilibrada com o mesmo tampéo, sob vazdo de 0,5 mL/min. A eluicdo das
amostras foi monitorada pelo sistema Akta pure em 214 nm. A seguir, a fragdo LmS-G foi
diluida em TFA 0,1% e submetida a cromatografia de fase reversa em uma coluna C18 (25 x
0,46 cm, 3 um, Phenomenex), previamente equilibrada com TFA 0,1%. As amostras foram
eluidas por um gradiente (0-100%) de solucdo B (ACN 80% em TFA 0,1%) sob vazéo de 1

mL/min e monitoradas pelo sistema Akta purifier UPC-10 em 280 nm.

2.3.17.2 Avaliacdo da atividade inibitoria

Primeiramente, o rCdtPLI2 foi deglicosilado pela enzima alfa-manosidase. Para isso, 25
ug do inibidor foram incubados (25° C, 2 h) com 0,125 unidades de alfa-manosidase (M7257,
Sigma) em tampdo acetato de sdédio 100 mM (pH 4), sob agitacdo (300 rpm, ThermoMixer C),
como ja descrito anteriormente.

A seguir, para avaliar a acdo do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA,s acidas e basicas,
13,8x10° pmol de cada toxina (CTx-Cdc, CB-Cdc e Lmr-PLA;) foram pré-incubados (15 min,
37 °C) em diferentes proporcdes inibidor:toxina (1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000) com o
rCdtPLI2 pos-reacdo com alfa-manosidase (item 2.3.13). A seguir, procedeu como descrito no
item 2.3.12.2. O substrato NOB foi adicionado e as amostras incubadas por 120 min, a 37 °C.
Os controles positivos consistiram em 13,8x10° pumol de cada toxina na auséncia do inibidor.
A absorbancia das amostras foi lida em 425/600 nm pelo leitor de microplacas Sunrise™, sendo

a inibicdo da atividade fosfolipasica diretamente relacionada com a diminuicdo da absorbancia.
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2.3.18 Avaliagéo preliminar in vivo da atividade antiedematogénica do rCdtPLI2

O ensaio de atividade edematogénica, realizado conforme Bordon et al. (2012), seguiu
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotadas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCFRP-USP e esta registrado sob o n°® 17.1.126.60.6 (ANEXO B).

Deglicosilacdo do rCdtPLI2. Para a deglicosilagdo rCdtPLI2, 100 ug do inibidor em
tampao acetato de sédio 100 mM (pH 4) estéril foram incubados (25 °C, 2 h) com 0,5 unidades
de alfa-manosidase (M7257, Sigma) sob agitacdo constante (300 rpm, ThermoMixer C).

Experimentacdo animal 1. O rCdtPLI2 (13,8x10° pmol/animal) antes e apds a
deglicosilacéo foi incubado (15 min, 37 °C) com 27,6x10 umol/animal de CB-Cdc e CTx-Cdc
(proporcéo 1:2, inibidor:toxina). Camundongos machos da linhagem Swiss foram divididos em
8 grupos (n=4) em que foram administrados: i) rCdtPLI2 deglicosilado; ii) rCdtPLI2
glicosilado; iii) CB-Cdc; iv) CB-Cdc + rCdtPLI2 deglicosilado; v) CB-Cdc + rCdtPLI2
glicosilado; vi) CTx-Cdc; vii) CTx-Cdc + rCdtPLI2 deglicosilado e viii) CTx-Cdc + rCdtPLI2
glicosilado. A administracdo das amostras foi realizada atraves da via subcutanea na pata direita
traseira. A espessura da pata foi medida antes (t = 0 min) e apds a administracdo de cada amostra
(t = 30, 60, 120, 180 e 240 minutos) com um paquimetro de baixa pressdao. O aumento na
espessura da pata dos camundongos foi expresso como a porcentagem de edema induzido

calculado pela seguinte formula:

Ed %) = Espessura no tempo t — Espessura inicial 100
ema (%) = Espessura inicial x

Experimentagdo animal 2. O rCdtPLI2 (13,8x10° pmol/animal) antes e apds a
deglicosilagdo foi incubado (15 min, 37 °C) com 13,8x10®° pmol/animal de CTx-Cdc
(proporcéo 1:1, inibidor:toxina). Camundongos machos da linhagem Swiss foram divididos em
5 grupos (n=2) em que foram administrados: i) rCdtPLI2 deglicosilado; ii) CTx-Cdc; iii) CTx-
Cdc + rCdtPLI2 deglicosilado e iv) CTx-Cdc + rCdtPLI2 glicosilado. A administracdo das
amostras e a medida da espessura da pata dos camundongos foram realizadas como descrito na
experimentacdo animal 1.

Analise estatistica. Os resultados obtidos foram analisados por two-way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. Os resultados foram expressos como
média * desvio padréo e as diferencas consideradas estatisticamente significantes quando p <
0,05.
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2.3.19 Desenho do gene sintético para expressdo do inibidor recombinante em E. coli

A sequéncia de cDNA do inibidor CdtPLI2, com cddons otimizados para expressdo em
E. coli, foi utilizada no desenho do gene sintético do inibidor recombinante brCdtPLI2. Essa
denominacdo o diferencia do inibidor recombinante expresso em P. pastoris, mas a sequéncia
priméria dos dois inibidores é idéntica. O vetor pET-28a(+) recombinante (brCdtPLI2_pET-
28a(+)) foi produzido pelaempresa GenScript (http://www.genscript.com/gene_synthesis.html,
EUA).

O vetor pET-28a(+) usa o promotor da RNA polimerase do bacteriéfago T7 para a
sintese da proteina de interesse. Na auséncia de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida)
ou lactose, o repressor Lacl esta ligado ao promotor induzivel lacUV5 (promotor lacl),
reprimindo a transcricéo e sintese da RNA polimerase T7. Na presenca de IPTG/lactose, o Lacl
é liberado do operador e o gene da RNA polimerase T7 € transcrito e traduzido. Entdo, a RNA
polimerase T7 é capaz de ativar a transcri¢do do promotor T7 localizado no vetor pET, para
expressdo do gene de interesse clonado no vetor (OVERTON, 2014).

A sequéncia que codifica o brCdtPLI2 foi inserida entre os sitios para as enzimas de
restricdo Ncol e Xhol (Figura 2.6). Nessa sequéncia, foi reconstituido o cddon de iniciacao
(ATG) e, a seguir, tem-se uma His-tag N-terminal seguida do sitio de clivagem para a protease
TEV, a sequéncia do inibidor e um cédon de terminacéo, para a ndao codificacao da His-tag C-
terminal j& presente no vetor pET-28a(+). Esse vetor ainda apresenta o gene KanR, que codifica
uma proteina que confere resisténcia ao antibiotico canamicina, funcionando como marcador

de selecdo para células transformadas com esse vetor.
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terminador T7
\
6xHis|
(5207) Xhol )
MCS
T7 tag A
sitio da trombina
6xHis

&7 ==
(5069) Ncol W -EN
RBS

loperador lac |
promotor T7

promotor lacl

pET-28a(+)

ATGCATCATCATCATCATCATGAAAACTTGTACTTTCAAGGTGTCCTTTACTGCCCACCCACCCCTGCTC
CAGAAAGCGTCACCGAGTTCGTCTGCAACTCTCCATCTCTACGTGAATTTCCCACCGGCTTCCCCGCACG
AACCAAGAGTATCTCCGTTGAGTTCACCCAAGTCTCCAGCCTTGGCATGGAGGCCCTCCAAGGTCTTCCC
AACCTCCAGGAACTTCACCTCTCCAACAACAGGTTAAAAACTCTTCCAAATGGCCTCTTCCGTAACCTCC
CACAACTGCACACTCTGGATCTCTCCAATAATCTCCTGGAAGATCTACCTCCAGAGATCTTCACAAATGC
AAGTAGCCTAACTCATTTATCCCTCAGTGAAAATCAGCTGGCTGAGCTGCGCCCATCCTGGTTCGAAAGC
CTGGAGAAACTCAGGATCCTAGGCCTTGATCACAATCAGGTGAAGGAGATCCCAATTTCTTGTTTTGATA
AGCTGGAGGAGTTGACATCTCTAGATCTCTCATTCAACCTTCTCCATCGCCTCGCTCCAGAGATGTTCAG
CGGCTTAGACAATTTGGAGAGGTTAGTTCTGGAAAGCAACCCAATCCAGTGTATTGTCAAGAAGACCTTC
CATTGGCATCCCAAGTTGAGTGTGCTGTCCCTGAAGAACAGCAGCCTGACCCACATCATAATGGGAGTCT
TTGATCCATTGGACCAACTGGAGCTGCTGGATCTCTCTGACAATGAGCTCAGCACAATGGATGATCCAGT
GTACAAGCCGTCTGCCAATCTCAGTCTTGATCTTTCAGGAAACCGTTGGGCGTGTGACTGCCGTCTGGAG
AATCTTCTAAGATGGATCAAGGATCACAACATCCATTTATATTCCAAGGAGGAATTTGTCTGTGCTTCCC
CCAAGCATTTCAAGGGTGAACGTGCAACTTCACTTCAAACATACCAAATTTGTCCCTGC

cédon de iniciacao His-tag sitio de clivagemda TEV CdtPLI2

Figura 2.6 — Vetor recombinante brCdtPLI2_pET-28a(+). Figura fornecida pela empresa Millipore Sigma
(Novagen) com modificagdes feitas no software SnapGene® Viewer.
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2.3.20 Propagacao do vetor brCdtPLI2_pET-28a(+) em E. coli DH5a.

Celulas competentes de E. coli DHS5a foram transformadas com 200 ng do vetor
recombinante brCdtPLI2_pET-28a(+). A suspensdo de células e o plasmideo foram
homogeneizados e deixadas em banho de gelo por 30 min. O controle negativo consistiu na
suspensdo contendo apenas a bactéria competente. Cada tubo foi aquecido na temperatura de
42 °C por 2 min e novamente transferido para o banho de gelo, onde permaneceu por 5 min.
Em cada tubo, foram adicionados 270 pL de meio de cultura LB (triptona 1%, extrato de
levedura 1%, NaCl 0,5%, pH 7,3) e os tubos foram mantidos sob agitacdo (300 rpm), a 37 °C,
por 60 min. Apés a incubacdo, as células foram inoculadas em placa contendo meio LB agar
(triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, agar 1,5%, pH 7,3) com o antibiotico
canamicina (30 pg/mL, Sigma) e incubadas durante a noite a 37 °C.

No dia seguinte, a um tubo de centrifuga contendo 10 mL de meio LB e canamicina (30
pg/mL) foi inoculada 1 col6nia transformada de E. coli DH5a e as células foram incubadas
durante a noite sob agitacdo (190 rpm) a 37 °C. O DNA foi extraido e purificado utilizando o
kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), seguindo o protocolo
disponibilizado pelo fabricante. Apos extracédo, a quantidade de DNA foi estimada pelo método
“acido nucléico” do espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) e o

material foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1% (item 2.3.3).

2.3.21 Expresséao e purificacdo do brCdtPLI12 em escala laboratorial

Células de E. coli BL21(DE3)pLysS foram transformadas com o vetor brCdtPLI2_pET-
28a(+) como descrito no item 2.3.10. Para expressdo do brCdtPLI2 em escala laboratorial,
foram realizados primeiramente dois pré-indculos, contendo 10 pL do glicerol estoque de
células BL21(DE3)pLysS transformadas em 10 mL de meio LB com canamicina 30 pg/mL,
incubados a 37 °C (190 rpm) durante, aproximadamente, 15 h. A seguir, cada cultura foi
inoculada em um Erlenmeyer (2 L) contendo 1 L de meio LB com canamicina 30 pg/mL e
incubada a 37 °C (190 rpm). O crescimento das culturas foi monitorado em 600 nm até atingir
densidade optica entre 0,5 e 0,6. Nesse momento, a temperatura de incubacéo foi reduzida para
18 °C, o agente indutor IPTG foi adicionado ao meio de cultura para concentracgao final de 0,5

mM e manteve-se a inducdo da expressdo por 6 h. Finalizada a etapa de inducdo, as células
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foram centrifugadas (7000 xg, 4 °C, 10 min) para retirada do sobrenadante e armazenadas a -
20 °C até o momento da lise celular e purificagdo do inibidor.

Para a lise, amostras de células referentes a 250 mL de meio de cultura foram
ressuspendidas no tampdo Tris-HCI 50 mM com NaCl 300 mM e PMSF 1 mM (pH 8,5) e
sonicadas com 8 ciclos de 15 segundos cada, com intervalo de 30 segundos entre cada
sonicacdo. A seguir, o lisado foi centrifugado (16600 xg, 4 °C, 20 min), para obtencdo do
precipitado e do sobrenadante, que foram analisados por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLLI,
1970).

Alem disso, precipitado e sobrenadante foram avaliados quanto a sua capacidade de
inibicdo da atividade enzimatica da CB-Cdc. Desse modo, a toxina (2 ug) foi pré-incubada (15
min, 37 °C, 300 rpm) com amostras do precipitado e do sobrenadante (10 L) e, a seguir,
procedeu-se incubacdo com o substrato NOB como ja descrito no item 2.3.12.2. Os resultados
foram analisados pelo software GraphPad Prism 6.01 por one-way ANOVA seguido do teste
de Dunnett para comparacdes multiplas. As amostras foram comparadas ao controle positivo
contendo apenas CB-Cdc e os resultados foram expressos como a media + o desvio padrao,
sendo considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

Para purificacdo do inibidor recombinante, o sobrenadante foi submetido a uma
cromatografia de afinidade em coluna com resina de niquel (1 mL, Ni-NTA Agarose,
QIAGEN). A coluna foi previamente equilibrada com tampao A (NaH2PO4 50 mM com NaCl
300 mM, pH 8,2) e o inibidor recombinante foi eluido através de um gradiente de imidazol (0-
500 mM) nesse mesmo tampéo, sendo 5 CV com 0 mM, 4 CV com 25, 50, 100 e 250 mM cada
gradiente e 2 CV com 500 mM de imidazol. Para os gradientes de 25-250 mM de imidazol, as
fracdes foram coletadas a cada 2 CV. O lisado celular e as fracbes da cromatografia foram
avaliados por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970).

As fracBes contendo o inibidor foram submetidas a cromatografia de filtracdo molecular
e, em seguida, a cromatografia de fase reversa, como ja descrito no item 2.3.7 para o inibidor
rCdtPLI2 produzido em P. pastoris. O brCdtPLI2 purificado foi submetido ao ensaio de
inibicdo da atividade enzimatica da CB-Cdc como descrito no item 2.3.12.2. Para esse ensaio,
1 pg de CB-Cdc foi incubado com 1 ou 2 pg de brCdtPLI2. CB-Cdc na auséncia do inibidor foi

considerado o controle positivo.
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2.4.1 Escolha do inibidor de fosfolipase A2

Como discutido no capitulo anterior, foram encontrados no transcriptoma da glandula
de peconha de C. d. terrificus inibidores de PLA, pertencentes as trés classes (o, p ¢ v) ja
descritas na literatura. Inibidores da classe o tém demonstrado interessantes atividades
antimiotdxicas locais e inibicdo de fosfolipases acidas (NEVES-FERREIRA et al., 2010;
OHKURA et al., 1997; SANTOS-FILHO et al., 2016). Ja os inibidores da classe gama inibem
fosfolipases A tanto acidas como basicas (OHKURA et al., 1997), mas diversos grupos ja tém
estudado essa classe de inibidores.

Por sua vez, B-PLIs podem ser mais especificos para fosfolipases basicas (OHKURA et
al., 1997), mas poucos estudos sobre eles estdo disponiveis na literatura (LIMA et al., 2011;
OHKURA et al., 1997, OKUMURA et al., 1998; SHIRAI et al., 2009). Por esse motivo, foi
escolhido um B-PLI da glandula de peconha de C. d. terrificus para este estudo, visando sua
producdo heterdloga, e caracterizacdo bioquimica e funcional, visto que esta molécula possui

uma aplicacéo potencial como adjuvante na terapia do envenenamento por serpentes.

CdtPLI2 VLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60

CdtPLI3 ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60
Lk dk ke kdkkkokdkkdkkdkkdkdkkkok koo sk ko dkk ek ko ko ok ek ko k ok

CdtPLI2 LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120

CdtPLI3 LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120
B T 2 T T T e T R T T e

CdtPLI2 PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180

CdtPLI3 PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180
R X L T L g L 2 22 T2 T T T T

CdtPLI2 LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240

CdtPLI3 LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240
L T s T E

CdtPLI2 DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGERATS 300

CdtPLI3 DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGEHATS 300
hkkkkkkkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhkhkhkhhhhhhkkhhhhhhkhkhhhhkkhkhkhhhhhdhdhk - kkk

CdtPLI2 LQTYQICPC 309

CdtPLI3 LQTYQICPC 309
kkkkk ok ok kok

Figura 2.7 — Alinhamento entre as sequéncias dos p-PLIs CdtPLI12 e CdtPLI3. O alinhamento foi gerado pelo
servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Residuos ndo conservados estdo em
vermelho e os residuos conservados de cisteina estdo destacados em amarelo.

As sequéncias dos B-PLIs CdtPLI2 e CdtPLI3 encontradas no transcriptoma (Figura 2.7)
apresentam abundancia de 0,025% em termos de TPM. Além disso, sdo muito similares entre

si, apresentando 98,7% de identidade e massa molecular e ponto isoelétrico (pl) tedricos de
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35,0 kDa e 5,2, respectivamente. As diferencas entre eles estdo localizadas nos residuos 1, 34,
36 e 297 (Figura 2.7), sendo a mais significativa na posi¢do 297, em que a presenca de uma
arginina (em CdtPLI2) poderia facilitar processos de digestdo na regido C-terminal da proteina
por proteases especificas caso fossem necessarias sua utilizacdo em ensaios de espectrometria

de massas. Portanto, a sequéncia CdtPLI12 foi a escolhida para o desenvolvimento deste estudo.

2.4.2 P. pastoris linhagem KM71H

Existem diversas linhagens de P. pastoris disponiveis para utilizacdo em expressao
heter6loga de proteinas, como, por exemplo, as linhagens GS115 e KM71H (INVITROGEN,
2010). A P. pastoris € uma levedura metilotrofica, ou seja, utiliza metanol como fonte de
carbono. Isso ocorre porque essa levedura apresenta dois genes que codificam alcool
oxigenases: 0 gene AOX2, que codifica uma alcool oxigenase (alcool oxigenasse 2) basal para
sobrevivéncia da levedura, e o gene AOX1, que codifica uma alcool oxigenasse mais ativa e
eficiente (alcool oxigenasse 1, AOX1), que é traduzido apds inducdo da expressao na presencga
de metanol (AHMAD et al., 2014; CEREGHINO; CREGG, 2000; INVITROGEN, 2010).

A linhagem KM71H apresenta o fenotipo Mut® (s = slow), pois o gene da enzima AOX1
esta corrompido, sendo a levedura capaz de produzir apenas a AOX2 para sobrevivéncia da
célula em baixas concentracdes de metanol devido a lenta metabolizacdo desse alcool
(INVITROGEN, 2010). Esse gene é corrompido pela integracdo do vetor de expressdo
contendo o gene de interesse através de recombinacdo homologa no genoma da Pichia.
Portanto, a proteina de interesse tem sua expressdo induzida na presenca de metanol pela
inducdo do promotor do gene AOX1, que é um promotor forte (DALY; HEARN, 2005).

2.4.3 Otimizacéo dos codons para desenho do gene sintético

A otimizacdo dos codons foi realizada uma vez que, apds a andlise de cddons raros,
verificou-se que o indice de adaptacdo de codons (CAl, do inglés, codon adaptation index) foi
inferior (0,65) ao valor considerado ideal (0,8-1,0) (https://www.genscript.com/tools/rare-
codon-analysis). Esse indice utiliza um conjunto de genes altamente expressos de uma
determinada espécie para avaliar as contribuicdes relativas de cada cddon e calcula um score

para um gene com base na frequéncia de uso de todos os seus codons. Uma das aplica¢des desse
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indice é dar uma indicagdo aproximada do provavel sucesso (ou ndo) da expressdo de um gene
heter6logo. Quanto menor o valor de CAI, maior é a possibilidade de o gene ser pobremente
expresso (SHARP; LI, 1987).

A otimizacdo de codons ndo altera a identidade do produto codificado pelo gene, mas
introduz mutac6es sindnimas gerando cédons étimos para o organismo que produzira a proteina
de interesse. A presenca de cddons ndo 6timos pode favorecer a degradacdo do RNAm e
também pode fazer com que a traducdo da proteina seja realizada em uma velocidade mais lenta
(PRESNYAK et al., 2015). Os cédons raros podem atrapalhar a expressdo de uma proteina em
organismos unicelulares porque, quanto mais um codon é utilizado por uma espécie, maior a
abundancia do RNA transportador para o aminoécido por ele codificado, favorecendo a
expressdo da proteina (QUAX et al., 2015).

Além disso, a presenca de codons ndo Otimos também pode influenciar a estrutura
tridimensional de uma proteina (FU et al.,, 2016; ZHOU et al., 2015). Cddons mais
frequentemente utilizados aceleram o alongamento da cadeia polipeptidica durante a tradugéo
(enquanto codons ndo Otimos desaceleram esse processo) e as mudangas nessas taxas de
alongamento estdo intimamente relacionadas a estrutura proteica para facilitar o seu

enovelamento simultaneo a traducdo (FU et al., 2016).

2.4.4 Propagacéo do vetor pPICZaA-CdtPLI2 em E. coli DH5a.

Foram recebidos 4 ug do vetor pPICZaA-CdtPLI2 produzido pela empresa GenScript.
Como o vetor pPICZaA apresenta uma origem de replicagdo bacteriana (pUC ori)
(INVITROGEN, 2010), células de E. coli DH50 quimiocompetentes foram transformadas com
esse vetor e inoculadas em uma placa contendo meio de cultura LB low salt adicionado do
antibidtico zeocina. As células transformadas apresentam o gene de resisténcia a zeocina e
crescem em meio contendo o antibidtico. No dia seguinte, uma colénia da placa foi transferida
para 0 meio de cultura LB liquido com zeocina para multiplicacdo das células e,
consequentemente, do vetor pPICZaA-CdtPLI2. O vetor foi extraido e purificado com sucesso
como observado na eletroforese em gel de agarose do material apds sua purificacdo (Figura

2.8). No total, foram obtidos 23,67 pg do vetor de expressao.
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pb pPICZaA-CdtPLI2

Figura 2.8 — Transformac&o da E. coli DH5a para propagac¢io do plasmideo recombinante pPICZaoA-
CdtPLI2. Eletroforese em gel de agarose 1% com DNA extraido de 1 col6nia transformada. A corrida foi realizada
sob voltagem constante de 90 V. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) foi usado como padréo de
pares de bases. Abreviagdo: pb: pares de base.

2.4.5 Linearizac¢ao do vetor pPICZaA-CdtPLI2 e transformacéo da linhagem KM71H de

P. pastoris

O vetor pPICZaA-CdtPLI2 foi linearizado através da digestdo com a enzima Pmel
(Figura 2.9), que cliva o vetor de expressdo no sitio GTTT|AAAC (BLOCH; GROSSMANN,
2001). A partir da figura 2.9, observa-se que o tamanho do vetor digerido corresponde ao valor

esperado de, aproximadamente, 3,6 kpb.
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Figura 2.9 — Linearizagiio do vetor pPICZaA-CdtPL 12 através da digestdo com Pmel. A digestdo foi avaliada
eletroforese em gel de agarose 1% sob voltagem constante de 90 V. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) foi usado como padrdo de pares de bases. As bandas de DNA s&o visualizadas pela incorporacao de
GelRed™ ao gel de agarose e as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ
Gel Documentation. Pogos: M: marcador de pares de bases; 1: vetor purificado apds propagacéo em E. coli e ndo
digerido; 2: vetor purificado ap6s propagacdo em E. coli e digerido com Pmel.
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O vetor na sua forma circular ndo apresenta uma correspondéncia com seu tamanho real
em pares de bases no gel de agarose, pois é uma estrutura fechada muito compacta (super coil),
que migra mais facilmente na malha do gel do que sua forma linearizada (ISHIDO;
ISHIKAWA; HIRANO, 2010), na qual as extremidades do vetor ficam livres para dissipar a
torsdo do super coil. Como os padrdes de pares de bases no gel de agarose séo compostos por
DNA linearizados (THERMO SCIENTIFIC, 2018), a estimativa do tamanho s6 pode ser feita
apos a linearizacdo do vetor de interesse. Apos a linearizacdo e purificacdo, foi obtido um
rendimento final de 2,14 pg do vetor pPICZaA-CdtPLI2 linearizado.

O vetor linearizado foi utilizado para transformar células de P. pastoris da linhagem
KM71H posteriormente semeadas em uma placa de YPDS &gar com zeocina 500 pg/mL. As
células tiveram um bom crescimento durante as primeiras 48 h de incubacdo e 10 col6nias
isoladas foram selecionadas dos quatro quadrantes da placa para realizar o PCR de colbnia e
confirmar a presenca do gene do rCdtPLI2. Para isso, cada coldnia foi inoculada em YPD com
zeocina 500 pg/mL e observou-se crescimento das col6nias 1, 2, 4, 6 e 10, que foram, entéo,
submetidas ao ensaio de PCR. As coldnias 1, 2 e 6 mostraram resultado positivo para a presenca
do gene do rCdtPLI2 (Figura 2.10).
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!1500

#2000
750
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- 250

Figura 2.10 — Selec&o das coldnias transformadas de P. pastoris KM71H. PCR de colbnia com as 5 colbnias
(1,2, 4,6 e 10) selecionadas da placa com zeocina 500 pg/mL que, posteriormente, cresceram em YPD. Nos pogos
estdo indicados os niimeros das coldnias analisadas. Controle positivo (+) realizado com o vetor pPICZaA-
CdtPLI12 purificado apds propagacdo em E. coli DH5a. Controle negativo representado por “-”. A eletroforese em
gel de agarose 1% ocorreu sob voltagem constante de 90 V. As bandas de DNA s&o visualizadas pela incorporacéo
de GelRed™ ao gel de agarose e as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™
EZ Gel Documentation. Abreviagdo: M: marcador de pares de bases.
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2.4.6 Selecdo de coldnias multicépias apds transformagcao

Na etapa de transformacao da P. pastoris com o vetor de expresséo, o gene de interesse
é integrado ao genoma da levedura através de recombinacdo homéloga, na qual o promotor
AOXI1 e a regido do 3’-AOX1 facilitam a substituicdo do locus AOX1 cromossomico pelo
cassette de expressdo através de um crossing over duplo e, apds a recombinacdo homéloga, o
cassette de expressdo esté estavelmente integrado ao genoma (SCHWARZHANS et al., 2016).
Adicionalmente, o cassette de expressdo é inserido antes ou depois do locus AOX1, via
crossover unico, diversas vezes levando a integraces sequenciais (SCHWARZHANS et al.,
2016) e gerando coldnias multicépias.

Alguns métodos foram desenvolvidos para aumentar o nimero de copias de um vetor.
O primeiro envolve realizar multiplas transformacdes da levedura utilizando um vetor com
diferentes marcadores de selecdo e um marcador para cada transformacgéo sequencial, mas o
nimero de copias do gene estd limitado ao numero de marcadores utilizados (LIN
CEREGHINO et al., 2001). Um segundo método baseia-se no fato de que o produto de um gene
marcador de selecdo é geralmente sensivel a concentracdo do marcador no meio de cultura.
Portanto, células transformadas que séo resistentes a altos niveis de antibidtico, normalmente,
contém um ndmero maior de copias do vetor, mas apenas um pequeno numero das colonias
resistentes € resultado de um aumento no numero de copias do vetor (ROMANOS et al., 1998).
Um terceiro método, e que foi realizado neste trabalho, consiste em inocular sequencialmente
células transformadas de P. pastoris em meios de cultura com niveis crescentes do marcador
de selecdo (SUNGA; TOLSTORUKOV; CREGG, 2008).

As colbnias 1, 2 e 6 foram inoculadas sequencialmente em YPD agar com
concentracdes crescentes de zeocina (500, 1000 e 2000 pg/mL) e, posteriormente, foram
submetidas novamente ao ensaio de PCR para confirmacao da presenca do gene do rCdtPLI2.
Todas elas continuaram positivas para o gene de interesse (Figura 2.11) e foram, portanto,
selecionadas para proceder uma avaliacdo da expressdo do inibidor em escala laboratorial
pequena.

Diferentes eventos de integracdo podem ser observados/preditos em P. pastoris
(SCHWARZHANS et al., 2016). Os mais comuns sdo a recombina¢do homdloga no locus
AOX1 durante a transformac&o da levedura e o crossover unico, que leva a geracao de colonias

multicépias, que ja foram discutidos anteriormente. Além desses, também podem ocorrer a
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integracdo do vetor completo devido a digestdo incompleta ou re-anelamento in vivo e a
substituicdo da regido apdés o AOX1 apenas pelo gene do marcador de selecdo
(SCHWARZHANS et al., 2016). Este altimo, levando a perda do gene de interesse, mas
conferindo resisténcia a coldnia. Portanto, a coldnia seria capaz de crescer em alta concentracdo

de zeocina, mas apresentaria um resultado negativo ao realizar o PCR de colbnia.

Figura 2.11 — Confirmacao, através de PCR, da presenca do gene do rCdtPLI2 nas coldnias transformadas
de P. pastoris KM71H super-resistentes a zeocina. Nos pocos estdo indicados os nimeros das coldnias
analisadas (1, 2 e 6). Controle positivo (+) realizado com o vetor pPICZaA-CdtPLI2 purificado apds propagacéao
em E. coli DH5a. Controle negativo representado por “-”. A eletroforese em gel de agarose 1% ocorreu sob
voltagem constante de 90 V. As bandas de DNA sdo visualizadas pela incorporagdo de GelRed™ ao gel de agarose
e as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation.
Abreviagdo: M: marcador de pares de bases.

2.4.7 Avaliacéo da expressdo do rCdtPLI12 em placa deep-well

As colbnias 1, 2 e 6 foram submetidas a ensaios de expressao do rCdrPLI2 em placa
deep-well (em pH 6 ou 7), sendo a inducdo da expressdo por metanol durante o periodo de 120
h. Nos tempos zero, 48 e 120 h foram colhidas amostras dos sobrenadantes das culturas para
avaliacdo da expressdo por SDS-PAGE (Figura 2.12).

Para todas as coldnias e em ambos os valores de pH, observa-se 0 aparecimento de uma
banda possivelmente do rCdtPLI2 em ~45 kDa com o decorrer da inducdo da expressao (Figura
2.12). Essa banda apresenta massa molecular de ~9 kDa acima da massa molecular teérica do
inibidor (~36 kDa) condizente com a presencas de glicosilacdes realizadas pela P. pastoris. Em

seguida, as trés coldnias foram submetidas a uma avaliagéo da expressdo do rCdtPLI2 em escala
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laboratorial pequena, na qual obtém-se um volume adequado de sobrenadante de cultura ao

final da expresséo que pode ser utilizado para a purificagdo do inibidor recombinante.

pH 6 pH 7
1 2 6 1 2 6

kDa 0 48 120 0 48 120 kDa 0 48 120

20.1 20.1 48

14.4 | 144
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Figura 2.12 — Avaliacdo da expresséo do rCdtPLI2 pelas col6nias crescidas em YPD agar com zeocina 2000
pg/mL. A expressdo do inibidor foi realizada em pH 6 e 7 e avaliada por SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante
de 125 V. As bandas de proteinas foram coradas através da metodologia de coloracdo por prata, mas as imagens
dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas
artificialmente pelo software Image Lab™. Em cada pogo esta indicado o tempo de indugdo em que o sobrenadante
da cultura foi colhido para verificar a producéo do inibidor (indicado pela seta).

Valores é&cidos de pH, geralmente, causam a diminuicdo da acdo de enzimas
proteoliticas durante a expressdo de proteinas recombinantes (YU et al., 2014). Entretanto, no
caso do rCdtPLI2 aparentemente ha maior predominio de bandas de baixa massa molecular em
pH 6, que podem ter sido geradas devido a acdo enzimatica de proteases da P. pastoris. Aliado
a isso, o pH 6 estd muito proximo do pl do rCdtPLI2, o que poderia facilitar a agregacdo do
inibidor. A expressao do inibidor também foi realizada na presenca de casaminoacidos 1,5%.
Os casaminoacidos sdo provenientes da hidrolise acida de caseina e tém sido utilizados para
reduzir a taxa de protedlise de proteinas recombinantes (CLARE et al., 1991; CORDEIRO,
2017). Sendo assim, a expressdo do rCdtPLI2 continuard sendo realizada em pH 7 e na

presenca de casaminoacidos 1,5%.

2.4.8 Avaliacao da expressdo do rCdtPLI2 pelas colbnias 1, 2 e 6 em escala laboratorial

pequena

Na expressdo do rCdtPLI2 pelas coldnias 1, 2 e 6 em escala laboratorial pequena, as

densidades de células obtidas durante a etapa de geracdo de biomassa foram muito similares,
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como verificado pelas absorbancias das culturas em 600 nm: 8,05 para a col6nia 1; 8,01 para a
colonia 2 e 7,49 para a colbnia 6. A inducdo da expressdo foi realizada em pH 7 com
casaminoacidos 1,5%.

Para todas as colonias, observa-se forte banda do rCdtPLI2 em ~45 kDa com aumento
gradual ao longo das 120 h de inducdo (Figura 2.13A). A massa molecular tedrica do rCdtPLI2
é de 36.7 kDa. Uma vez que o sistema de expressdo em P. pastoris € um sistema eucariético
capaz de realizar modificagdes pds-traducionais nas proteinas produzidas, é muito provavel que
a diferenca de, aproximadamente, 8.3 kDa entre a massa tedrica e a massa estimada por
eletroforese seja devido a presenca de N/O-glicosilaces no rCdtPLI2. No entanto, para colénia
n° 6, também sdo observadas bandas entre 30-45 kDa com 120 h, que podem ser devidas a
presenca do inibidor com diferentes padrdes de glicosilacdo ou ainda devidas a degradacao da
proteina recombinante.

Os trés sobrenadantes das culturas foram fracionados por cromatografia em resina de
niquel para purificacdo do inibidor que interage com a resina atraves de sua a His-tag N-
terminal (Figura 2.13B). Para todas as col6nias, o inibidor foi eluido entre 10-250 mM de
imidazol. Sendo que bandas mais intensas para as colénias indicam maior producao da proteina
recombinante. Para as colbnias 1 e 6, observa-se banda no efluente com ~45 kDa (nédo vista
para a colonia 2), possivelmente representando alguma proteina celular da P. pastoris ou o
inibidor clivado por proteases celulares (Fig. 2.13B). As fracdes entre 50-250 mM foram
reunidas, dialisadas em uma membrana com exclusdo de 10 kDa e lavadas com Tris-HCI 50
mM (pH 8), para retirada do imidazol proveniente da cromatografia de afinidade. O gradiente
com 10 mM ndo foi utilizado pois possivelmente contém proteinas que interagem de forma
inespecifica com a resina de niquel e sdo lavadas logo no inicio da cromatografia. As fragdes
concentradas foram submetidas a cromatografia de fase reversa em coluna C4 (Figura 2.14).

Para as trés col6nias, observa-se larga banda que ndo interage com a resina
provavelmente devido a presenca dos sais do tampdo e uma banda Unica referente ao inibidor
eluida no gradiente de acetonitrila, sendo de maior propor¢do para a colénia n® 2, que obteve
maior area de pico. Os valores de area foram 165,6743 mUA*mL para a col6nia n°1, 381,4156
mUA*mL para a colénia n°2 e 90,2646 mUA*mL para a coldnia n° 6. Portanto, levando em
consideracdo todos esses resultados de expressdo e purificacdo, escolheu-se a colénia n° 2 para

a expressao do rCdtPLI2.
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Colbnia n°1

Coldnia n°2

Colbdnia n°6

Figura 2.13 — Expressdo do rCdtPLI2 pelas colonias 1, 2 e 6 e purificagdo do sobrenadante por
cromatografia de afinidade. A expressdo do inibidor e sua purificagdo foram avaliados por SDS-PAGE 13,5%
na voltagem constante de 110 V. As bandas de proteinas foram coradas através da metodologia de coloracdo por
prata, mas as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation
e coloridas artificialmente pelo software Image Lab™. A) A cada 24 h foi recolhido sobrenadante das culturas
para verificar a producdo do rCdtPLI2. B) Ap6s 120 h de inducdo da expressdo, o sobrenadante da cultura foi
fracionado através de cromatografia de afinidade em resina de niquel para separagéo do rCdtPLI2. Em cada pogo
esta a concentracdo de imidazol na qual a fracdo foi eluida. Abreviages: E: efluente da coluna durante aplicagédo
do sobrenadante da cultura.
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Figura 2.14 — Cromatografia de fase reversa das fracfes de cromatografia de afinidade contendo o
rCdtPLI2 expresso pelas coldnias 1, 2 e 6 em escala laboratorial pequena. As fracbes foram aplicadas na
coluna Jupiter® 5 C4 300 A (250 x 4,6 mm, Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 0,1% e a eluigéo
das amostras seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 0,1% monitorada pelo sistema Akta pure (GE
Healthcare) em 214 nm. Os picos referentes ao rCdtPLI2 sdo indicados por um *,

2.4.9 Expressao do rCdtPLI2 pela colénia n° 2 em escala laboratorial

A expressdo do rCdtPLI2 pela col6nia n° 2 foi realizada em escala laboratorial com 120
h de inducéo na presenca de metanol. A inducdo da expressao foi realizada em pH 7 na presenca
de casaminoacidos 1,5%. Observa-se ao longo do tempo o aparecimento de uma banda de
proteina entre 45-66 kDa relativo a presenca do inibidor expresso (Figura 2.15).

O inibidor foi isolado do sobrenadante da cultura celular através de trés etapas
cromatograficas: afinidade, filtracdo molecular e fase reversa. Na cromatografia de afinidade,
0 sobrenadante da cultura foi aplicado em uma coluna com resina de niquel e o inibidor foi
eluido nas fracbes do gradiente com 100 mM de imidazol (Figura 2.16A). A seguir, essas
fragdes foram reunidas e dessalinizadas em uma coluna de filtragdo molecular equilibrada com

solucdo de TFA 0,05% (Figura 2.16B), para posterior fracionamento através da cromatografia
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de fase reversa (Figura 2.16C). Na expresséo e purificacdo apresentadas, foram realizadas 14
cromatografias de filtragdo molecular cujas fracdes eluidas foram reunidas e aplicadas em uma
Unica cromatografia de fase reversa, que deu origem a um pico com area de 73,5531 mUA*mL
referente ao rCdtPLI2 (Figura 2.16C).
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Figura 2.15 — Inducgdo da expressdo do rCdtPLI2 pela coldnia 2 em escala laboratorial. A expressdo foi
avaliada por SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante de 110 V. As bandas de proteinas foram coradas através
da metodologia de coloracdo por prata, mas as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema
Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas artificialmente pelo software Image Lab™. A cada 24 h foi
recolhido sobrenadante das culturas para verificar a producéo do rCdtPLI2.

O rendimento de rCdtPLI2 expresso foi de ~2,4 pug rCdtPLI2/mL de cultura. Embora
esse rendimento tenha sido um dos mais altos obtidos ao longo do desenvolvimento desse
trabalho (sendo possivel até mesmo a visualizagdo da proteina com coloragdo por Coomassie®
(Figura 2.16A), o valor obtido ainda esta inferior ao observado para outras proteinas expressas
em P. pastoris, em geral, na ordem de grama de proteina expressa/mL de cultura
(INVITROGEN, 2010). No entanto, ao se analisar detalhadamente o tipo de linhagem utilizada
para a producdo da proteina, observa-se que as proteinas produzidas por linhagem Mut® e
secretadas no meio de cultura, como €é o caso do rCdtPLI2, normalmente tém um rendimento
menor na ordem de mg/mL (INVITROGEN, 2010). Como exemplos, podem ser citados o
inibidor de protease carboxipeptidase B com rendimento de 0,8 mg/mL e outras proteinas com
rendimento menor ainda: a porgdo soluvel do CD38 humano rendendo 50 pg/mL e a pectato
liase com rendimento de 4 pg/mL (DESPREAUX; MANNING, 1993; FRYXELL et al., 1995;
GUO; GONZALEZ-CANDELAS; KOLATTUKUDY, 1995; INVITROGEN, 2010).
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Figura 2.16 —Purificacdo do rCdtPL12. A) Perfil eletroforético das fragdes obtidas da cromatografia de afinidade
em resina de niquel do sobrenadante da cultura em SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante de 120 V. As bandas
de proteinas foram coradas com Coomassie® Brilliant Blue G-250, mas as imagens dos géis foram adquiridas em
preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas artificialmente pelo software Image
Lab™., Em cada pogo esta a concentragdo de imidazol na qual a fragdo foi eluida. Abreviaces: E: efluente da
coluna durante aplicacdo do sobrenadante da cultura; S: sobrenadante apds 120 h de inducdo da expressdo. B)
Filtracdo molecular na coluna HiTrap™ Desalting (5 mL, GE Healthcare) das fracbes A e B (100 mM de imidazol)
da cromatografia de afinidade contendo o rCdtPLI2. A coluna foi previamente equilibrada com TFA 0,05% e o
inibidor eluido nessa mesma solucéo. C) Cromatografia de fase reversa das fragdes (A e B) dessalinizadas e
reunidas contendo o rCdtPLI2. A fragéo foi aplicada na coluna Jupiter® 5u C4 300 A (250 x 4,6 mm, Phenomenex)
previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluicdo das fragbes seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA
0,1%. As Etapas B) e C) foram monitoradas pelo sistema Akta purifier UPC-10 (GE Healthcare) em 280 nm.

2.4.10 Confirmacao da expressao do inibidor

A fracdo eluida no gradiente de acetonitrila (~70% da solucdo B) da cromatografia de
fase reversa em coluna C4 (Figura 2.16C) foi submetida ao sequenciamento N-terminal por

degradacdo de Edman, no qual obteve-se 0s 20 primeiros residuos de aminoacidos:

1 11
HHHHHHENLY FOGVLYCPPT

Esses residuos correspondem a His-tag (1-6), ao sitio de clivagem da protease TEV (7-

13) e ao N-terminal do inibidor rCdtPLI2 (14-20), confirmando sua expressao em P. pastoris.
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2.4.11 Reconhecimento do rCdtPLI2 pelo soro anticrotlico comercial e predi¢do de

epitopos lineares de células B

Embora se tenha estudado melhorias na producdo do soro antiofidico (LAUSTSEN,
2018; LUIZ et al., 2018; SILVA et al., 2018), ele ainda é atualmente produzido de modo muito
similar ao desenvolvido h& mais de um século. Séo realizadas hiperimunizacGes de cavalos com
amostras de peconha e seus soros séo extraidos para purificacdo das imunoglobulinas que fardo
parte do antiveneno (THEAKSTON; WARRELL,; GRIFFITHS, 2003).

Uma vez que o principal objetivo deste estudo é investigar o potencial do rCdtPLI2
como um complemento na terapia do envenenamento e a interacdo antigeno-anticorpo pode
levar a neutralizacdo do antigeno, foi avaliado se esse inibidor seria capaz de ser reconhecido

pelo soro anticrotalico comercial (Figura 2.17A).
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Figura 2.17 — Reconhecimento do rCdtPLI2 pelo soro anticrotélico comercial. Os pogos da microplaca foram
sensibilizados com 2 pg do rCdtPLI2, peconha de C. d. collilineatus (CdcV), peconha de C. d. terrificus (CdtV),
crotoxina de C. d. collilineatus (CTx-Cdc) e a cadeia basica da crotoxina de C. d. collilineatus (CB-Cdc) e 2 puL
de soro de cavalo NI (ndo imunizado). A) Para o teste da amostra, foi utilizado como anticorpo primario o soro
anticrotalico comercial (1:100) para avaliar a capacidade de reconhecimento do rCdtPL12 e anticorpos policlonais
anti-cavalo marcados com peroxidase (1:3000) como anticorpo secundario. Para o controle negativo da amostra,
0 soro anticrotalico comercial foi substituido por soro de cavalo ndo-imunizado. B) O anticorpo primério foi
substituido por MPBS 1%. O ensaio foi realizado em quadruplicata e a absorbancia das amostras foi lida em 490
nm. Os resultados estdo representados pela média + o desvio padrdo, analisados por ANOVA seguido do teste de
comparacgBes multiplas de Bonferroni. ****p<0,0001 quando amostras comparadas ao seu respectivo controle
negativo e ##p<0,0001 quando amostras comparadas ao controle negativo do experimento.

A crotoxina (CTx-Cdc) e seu componente basico (CB-Cdc) foram reconhecidos tdo bem

quando as pegonhas brutas de C. d. collilineatus e C. d. terrificus (Figura 2.17A), 0 que € um
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reflexo da grande propor¢do desses componentes em peconhas crotélicas. No proteoma de C.
d. collilineatus, podem ser encontrados até 88% de PLA> enquanto essa propor¢do pode ser
estimada em até 90% na peconha de C. d. terrificus, como verificado por outros pesquisadores
e também no Capitulo 1 deste trabalho (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CALVETE et al.,
2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019).

O inibidor rCdtPLI2 ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao seu controle
negativo (Figura 2.17A), indicando que o soro ndo neutraliza o inibidor, o que é desejavel em
um possivel uso do rCdtPLI2 associado a soroterapia. Adicionalmente, o anticorpo secundario
ndo é capaz de reconhecer as amostras de forma inespecifica (Figura 2.17B), reconhecendo
apenas a amostra de soro de cavalo ndo imunizado (controle positivo do experimento). Esses
resultados corroboram a predigéo in silico de epitopos continuos/lineares de celula B (Figura
2.18), na qual apenas 1 potencial epitopo foi identificado na por¢do N-terminal, compreendendo
0 sitio de clivagem da protease TEV e parte do N-terminal da sequéncia do inibidor.

HHHHHHENLYFQGVLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSLGMEALQ

Figura 2.18 — Predicao de epitopos lineares de células B no rCdtPLI2. A predicdo foi realizada pelo servidor
ABCpred (SAHA; RAGHAVA, 2006). A His-tag N-terminal est4d em negrito e o sitio de clivagem da protease
TEV esta em vermelho. O epitopo predito estd em azul.

Além disso, ao analisar a sequéncia de aminoacidos do inibidor natural (sem a His-tag
e o sitio de clivagem), nenhum epitopo foi predito, sugerindo, portanto, baixa tendéncia em
apresentar imunogenicidade. No entanto, também podem existir epitopos conformacionais que
sdo estudados a partir da estrutura tridimensional das proteinas (HASTE ANDERSEN;
NIELSEN; LUND, 2006) e, até 0 momento, tal estudo nédo € possivel para o rCdtPLI2.

2.4.12 Inibicao de atividade fosfolipasica pelo rCdtPLI2 glicosilado
As figuras 2.19 e 2.20 mostram, respectivamente, o isolamento realizado com sucesso

das fosfolipases CB-Cdc e CTx-Cdc que, posteriormente, tiveram sua atividade enzimatica

avaliada na presenca do inibidor de fosfolipases A. rCdtPLI2.
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Figura 2.19 — Isolamento da CB-Cdc. A peconha de C. d. collilineatus foi fracionada através de cromatografia

de fase reversa na coluna semi-preparativa Jupiter® C18 (250 x 10 mm, Phenomenex) previamente equilibrada
com TFA 0,1%. A elui¢cdo seguiu um gradiente (0-100%) de solucdo B (ACN 80% em TFA 0,1%).
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Figura 2.20 — Isolamento da CTx-Cdc. A) Filtragdo molecular da peconha de C. d. collilineatus na coluna
HiPrep™ 16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com tampéo
bicarbonato de am6nio 0,1 M (pH 7,74) e as fracdes foram eluidas nessa mesma solucdo. B) Filtragdo molecular
da fracdo S4 na coluna HiTrap™ Desalting (5 mL, GE Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com
TFA 0,05% e a fracao eluida nessa mesma solucdo. C) Avaliagdo do grau de pureza CTx-Cdc por cromatografia
de fase reversa em coluna com resina C18. A fragdo foi aplicada na coluna Vydac® de resina C4 (250 x 4,6 mm,
GRACE) previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluicdo seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 0,1%.
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Figura 2.21 — Avaliacdo da inibicao da atividade enzimatica das PLA.s CTx-Cdc e CB-Cdc sobre o substrato
NOB. As toxinas (2 pg) A) CB-Cdc e B) CTx-Cdc foram incubadas com o rCdtPLI2 glicosilado (2, 4 ou 8 pg) e
0 substrato NOB (500 uM) a 37 °C. A absorbancia das amostras foi lida em 425 nm, tendo 600 nm como referéncia,
apo6s 120 min de incubagdo. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram comparados ao controle
positivo (2 ug de CTx-Cdc ou CB-Cdc) e estdo expressos como a média + o desvio padrdo, analisados por ANOVA
seguido do teste de comparacdes mdltiplas de Dunnett (**p<0,01; ***p=0,0001; ****p<0,0001).

Com relacéo a CTx-Cdc, a incubacdo dessa toxina com o rCdtPLI2 acabou fazendo com
que tivesse um ligeiro aumento em sua atividade enzimatica com o aumento da concentracao
de inibidor utilizado (Figura 2.21B). No entanto, ndo houve diferenca estatistica na atividade
enzimatica utilizando 4 ou 8 pg do rCdtPLI2 glicosilado em todos os tempos analisados. Uma
hipdtese € que o rCdtPLI2 esteja interagindo com o complexo da CTx-Cdc, impedindo a correta
formacéo do complexo pelas subunidades &cida e basica e, dessa forma, facilitando com que a
CB exerca sua acdo enzimatica.

Uma vez que glicosilacbes podem interferir na interacéo entre proteinas e o rCdtPLI2
apresenta uma elevada porcentagem de agucar em sua estrutura (como sera demonstrado no
decorrer deste trabalho), € possivel que as glicosilacdes presentes na molécula, realizadas pela
Pichia, atrapalhnem a correta interacdo do rCdtPLI2 com a CTx-Cdc e com a CB-Cdc e,
consequentemente, impedem que o inibidor reduza suas atividades enzimaticas.

Além do exposto no paragrafo anterior, embora alguns PLIs de serpente tenham inibido
a acdo enzimatica de PLAs ofidicas (FORTES-DIAS et al., 1994; QUIROS et al., 2007;
SANTOS-FILHO; BOLDRINI-FRANCA et al., 2014), foi identificado no soro da serpente ndo
peconhenta Elaphe quadrivirgata uma proteina homologa a um a-PLI sem acdo inibitoria sobre
as PLAs testadas naquele estudo (OKUMURA et al., 2003). Todavia, os autores ndo excluiram

a possibilidade dessa proteina ser realmente um PLI e inibir a acdo de outras PLA>s, como, por

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo II: Resultados e discussdo 125

exemplo, uma Lys49-PLA; que tem agdo miotoxica e ndo apresenta atividade hidrolitica
(OKUMURA et al., 2003). Além disso, o PLI DM64, presente no soro do gamba Didelphis
marsupialis que apresenta resisténcia a pegonhas botrdpicas, ndo inibe a acdo catalitica de
Asp49-PLA;, mas é capaz de inibir a miotoxicidade in vivo e a citotoxicidade in vitro causada
pelas miotoxinas | (mt-1/Asp49) e Il (mt-11/Lys49) da peconha de Bothrops asper (ROCHA et
al., 2002).

2.4.13 Avaliacéo do contetdo de carboidratos

Para avaliar a presenca de carboidratos ligados ao rCdtPLI2, o inibidor foi,
primeiramente, digerido com PNGase F e, a seguir, a mistura reacional foi aplicada em um gel
de eletroforese para separagdo dos componentes (Figura 2.22). O metodo de coloracao do acido
periddico de Schiff (PAS) e uma coloracdo para glicoproteinas, independente se o agUcar esta
ligado via um atomo de nitrogénio (N-glicosilacdo) ou oxigénio (O-glicosilacdo) (DOERNER,;
WHITE, 1990). Proteinas que ndo apresentam carboidratos ligados em sua estrutura ndo podem

ser coradas por esse método.

kDa

— 97
— 66
-
w30

e 201

— 14,4

Figura 2.22 — Perfil eletroforético para avaliacdo da N-glicosilacdo do rCdtPLI12. SDS-PAGE 13,5% na
voltagem constante de 110 V. A primeira metade do gel referente aos pogos 1 e 2 e ao marcador de massa molecular
foi corada com Coomassie Brilliant Blue G-250 e a segunda metade referente aos pogos 3 e 4 foi corada com &cido
periddico de Schiff para visualizagao das bandas de glicoproteinas, mas as imagens dos géis foram adquiridas em
preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation. Pogos: 1 e 3: rCdtPLI2 reduzido; 2 e 4: rCdtPLI2
reduzido e deglicosilado; kDa: marcador de massa molecular.

O inibidor rCdtPLI2 em sua forma apenas reduzida foi corado pelo PAS, evidenciando
a presenga de uma glicoproteina, como ja era suspeita devido a grande diferenca (~11 kDa)

entre a massa apresentada pelo inibidor no gel de eletroforese e a sua massa teérica (Figura
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2.22). O inibidor foi submetido a uma reacao de deglicosilagéo pela PNGase F, que catalisa a
liberacdo de carboidratos N-ligados a proteinas via um residuo de asparagina (MERRY;
ASTRAUTSOVA, 2003). Apb6s a reacdo, observou-se uma reducdo em massa de,
aproximadamente, 3,4 kDa, 0 que corresponde a ~6% de N-glicosilacdo em relacdo a massa do
inibidor apenas reduzido (Figura 2.22).

Os dois B-PLlIs ja purificados e descritos na literatura formam estruturas triméricas com
massa monomérica de ~50 kDa. No entanto, apds reacdo de N-deglicosilacdo, ambos foram
completamente deglicosilados e apresentaram massa molecular estimada por SDS-PAGE em
~39 kDa (OKUMURA et al, 1998, 2002), proxima a estimada para o rCdtPLI12 N-deglicosilado
(~44 kDa), considerando a acurécia do SDS-PAGE.

As N-glicosilacbes ocorrem em residuos de asparagina que fazem parte da triade Asn-
X-Ser/Thr, onde X € qualquer residuo de aminoacido exceto a prolina e o terceiro residuo ¢
uma serina ou treonina (MORELLE; MICHALSKI, 2007). No entanto, nem todas as triades
apresentam asparaginas glicosiladas uma vez que outros fatores, como impedimento estéreo e
localizagdo da triade na estrutura, podem dificultar o acesso de transferases para a adi¢do do
acucar (MORELLE; MICHALSKI, 2007).

Tambeém foi observado apos o tratamento com a PNGase F que o rCdtPLI2 foi corado
novamente pelo PAS (Figura 2.22), ainda indicando a presenca de glicosilagcdes no inibidor,
provavelmente O-glicosilacdes. Para que ocorram, as O-glicosilagdes necessitam apenas de um
residuo acessivel de serina ou treonina que podem ser glicosilados através do atomo de oxigénio
de sua cadeia lateral (MORELLE; MICHALSKI, 2007).

Como estamos produzindo o inibidor de PLA de forma heterdloga, as glicosilagdes
presentes no inibidor recombinante serdo diferentes dagquelas apresentadas pelo inibidor em sua
forma nativa. Na maioria das leveduras, a N-glicosilacdo apresenta uma estrutura central de
MansGIcNAc2 (8 residuos de manose e 2 residuos de N-acetilglicosamina), que é
posteriormente processada no complexo de Golgi, envolvendo a adicdo de um residuo de
manose ligado a-1,6 a manose a-1,3 da sequéncia Mana-1,3Mang-1,4GIcNAc no interior da
estrutura central (BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999). Esse residuo de manose o-1,6
adicionado pode ser alongado via ligagdes a-1,6 no esqueleto central e/ou sofrer ramificacéo
com di- ou trissacarideos de manose via ligagdo a-1,2 que s&o, posteriormente, capeados com

unidades de manose a-1,3 ligadas, dando origem & estrutura de high-manose. A presenca de
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oligossacarideos de manose O-ligados também é comum na maioria das leveduras
(BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999).

Sendo assim, optou-se por digerir o inibidor rCdtPLI2 com a enzima a-manosidade para
retirada dos residuos de manose incorporados pela P. pastoris. Essa enzima é um tetrdmero
composto por subunidades com 44 e 66 kDa e foi extraida das sementes de Canavalia
ensiformis (“feijao de porco”) (EINHOFF; RUDIGER, 1988). A a-manosidade é uma hidrolase
acida (com pH 6timo entre 4 e 5) que libera residuos a-1,2, a-1,3 e a-1,6 de manose de proteinas
glicosiladas (EINHOFF; RUDIGER, 1988; GNANESH KUMAR et al., 2014; LI, 1966).

Para essa finalidade, usou-se como amostra tanto o inibidor recombinante pré-digerido
com PNGase F como o inibidor recombinante sem nenhum tratamento prévio (Figura 2.23).
Logo apos a reacdo, foi possivel ver a presenca de material precipitado no tubo do ensaio e, no
gel, observam-se bandas de alta massa molecular provavelmente devido a agregados do inibidor

deglicosilado que ndo migraram na malha do gel (Figura 2.23A).
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Figura 2.23 — Perfil eletroforético do rCdtPLI2 glicosilado e deglicosilado para avaliagdo de sua O-
glicosilagé@o. SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante de 110 V. As amostras das reacdes de deglicosilagéo foram
aplicadas em duplicata. O primeiro gel (A) foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250. O segundo gel (B)
foi dividido em duas partes: a primeira contendo o marcador de massa molecular foi corada com Coomassie
Brilliant Blue G-250 e a segunda parte foi corada com &cido periddico de Schiff para visualizacdo das bandas de
glicoproteinas. As imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel
Documentation e o gel A foi colorido artificialmente pelo software Image Lab™. Amostras: 1) rCdtPLI2 reduzido;
2) rCdtPLI2 digerido com a-manosidade; 3) rCdtPLI2 reduzido e digerido com PNGase F e a-manosidade.

Na digestdo apenas com alfa-manosidade (Figura 2.23B, po¢o 2), observa-se coloracdo
pelo PAS, evidenciando a presenca de outras glicosilacbes; fato que ja foi demonstrado
anteriormente pelas N-glicosilagdes. Por sua vez, apés a digestdo com PNGase F e com alfa-

manosidase, a banda do inibidor praticamente ndo foi corada pelo PAS, indicando a retirada de
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praticamente todos os agucares (N- e O-ligados) (Figura 2.23B, pogo 3). Além disso, deve-se
ressaltar que, como ha um agregado de proteinas, é possivel que a propria alfa-manosidase
agregada possa ter sido corada nesse poco, pois apresenta glicosilacées nas duas subunidades
de 66 kDa (EINHOFF; RUDIGER, 1988; GNANESH KUMAR et al., 2014).

E importante ressaltar também a partir dos resultados apresentados que o agUcar
presente na estrutura do rCdtPLI2 apresenta um papel fundamental na solubilidade desse
inibidor e que a deglicolisagdo do y-PLI nativo DM64 de D. marsupialis também gerou um
inibidor insoltvel, ndo sendo possivel sua utilizacdo em estudos cristalograficos (NEVES-
FERREIRA, 2020).

No caso do rCdtPLI2, existem 3 possiveis sitios de N-glicosilacdo (posi¢des 115, 222 e
262), além de 32 residuos de serina e 15 residuos de treonina, que poderiam ser alvo de
glicosilacOes realizadas pela P. pastoris. Entre os inibidores de PLAs encontrados no sangue
de serpentes, inibidores das trés classes (a, B e y) apresentam glicosilagdes, mas a glicosilagao
ndo parece ter um papel essencial na atividade inibitoria dessas proteinas (CAMPOS et al.,
2016; FORTES-DIAS et al., 2014). No entanto, hiperglicosilacdes podem levar ao prejuizo da
funcdo desses inibidores (SANTOS-FILHO et al., 2014).

Thwin e colaboradores (2002) realizaram uma analise in silico para mapear possiveis
locais de intera¢do de um y-PLI encontrado no sangue da serpente Python (PIP) e PLA2S. A
partir dessa analise, foram sintetizados peptideos que, posteriormente, foram avaliados quanto
a inibicdo da atividade enzimatica de PLA: in vitro e sua atividade anti-inflamatdria in vivo. O
peptideo P-PB.l (LPGLPLSLQONGLY) mostrou ambas as atividades avaliadas e o peptideo P-
PB.IlIl (PGLPLSLQNG), que representa um segmento menor do sitio proposto, exibiu as
melhores atividades anti-PLA; tanto in vitro como in vivo (THWIN et al., 2002). Os
decapeptideos PGLPLSRPNG e PGLPLSHPNG, similares ao P-PB.III estdo presentes,
respectivamente, nas sequéncias de y-PLIs de B. atrox e Micrurus lemniscatus em regides
expostas ao solvente, podendo participar de interacbes com PLA e, eventualmente, sua inibicdo
(PICELLI et al., 2017).

Ao analisar a sequéncia do P-PB.I frente a sequéncia do rCdtPLI2 (Figura 2.24),
observamos que ha um alinhamento entre as duas sequéncias na regido 92-104 do rCdtPLI2.
Nessa regido, ndo existem possiveis sitios para N-glicosilacdo, mas ha um potencial sitio na
posicdo 115, proximo a regido alinhada. Além disso, nessa regido existem um residuo de serina

e outro de treonina possiveis de serem O-glicosilados via sua cadeia lateral (Figura 2.24).
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Portanto, caso esses residuos estejam realmente glicosilados, é possivel que essa modificacdo

pos-traducional interfira com a atividade anti-PLA do rCdtPLI2.

rCdtPLI2 HHHHHHENLYFQGVLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSL 60
P-PB.T  mm e o 0
rCdtPLI2 GMEALQGLPNLQELHLSNNRLK TLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLT 120
P-PB.I ~ —mmmmmmmmmmm e LPGL-PLSLONGLY ——-——--——————-—=~— 13
rCdtPLI2 HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRL 180
P-PB.T = mm e o 13
rCdtPLI2 APEMFSGLDNLERLVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHI IMGVFDPLDQLE 240
P-PB.T = mm e o 13
rCdtPLI2 LLDLSDNELSTMDDPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNTHLYSKEEFVC 300
P-PB.T = mm e o 13
rCdtPLI2 ASPKHFKGERATSLQTYQICPC 322

P-PB.T = —m—mm—mmmm—m—m oo 13

Figura 2.24 — Alinhamento entre as sequéncias do rCdtPLI2 e P-PB.l. O alinhamento foi gerado pela
ferramenta  MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Os residuos altamente conservados estéo
destacados em negrito e residuos ndo conservados estdo em negrito e vermelho. Potenciais sitios de N-glicosilacdo
sdo mostrados em azul e negrito e os destaques em amarelo indicam posi¢des no rCdtPLI2 (entre os residuos
alinhados) que podem ser alvos de O-glicosilagao.

Recentemente, Fortes-Dias e colaboradores (2019) encontraram que o inibidor
rCdtsbBPLI apresenta uma estrutura semelhante a ferradura similar a outras proteinas ricas em
leucina. Na face concava da estrutura, estdo residuos principalmente com caracteristicas acidas
na regido N-terminal e nos dominios 1 a 6 (Figura 2.25), responsaveis pela interacdo com
regides positivas (N e C-terminal e B-wing) da CB-Cdt (subunidade basica da crotoxina de C.
d. terrificus). Além disso, nessa regido concava tambeém esta presente um residuo de serina
(Ser160), também presente no rCdtPLI2 (Figura 2.25), que participa de interacGes de
hidrogénio com a CB-Cdt. Portanto, uma vez que esse residuo esta exposto, é possivel que
tenha sido glicosilado pela P. pastoris e interfira com a atividade do rCdtPLI2. Adicionalmente,
estdo presentes também outros residuos de serina e um de treonina (Figura 2.25), que sdo
passiveis de sofrerem glicosilacdo. Sendo assim, é de suma importancia determinar em quais

residuos do rCdtPLI2 foram incorporadas glicosilacdes pela P. pastoris.
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Kehhkk Ak hkkhhk hAhhAhkkhkhkkhkhhhkehhk hhkhkhkhkkhkhkhhkhkkhhkkhkhkx K*ehhkhkkhhkhhhkh |,k kkk%

HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLKELTSLDLSFNLIHRL167
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LLDLSDNEFTTLDPPVHKPSANFSLDLSGNPWACDCRLENLLRWLKDHNIHLYSKEEFVC286
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Figura 2.25 — Alinhamento entre as sequéncias do CdtsbpPLI (GenBank MH479024) e rCdtPLI2. Residuos
conservados e relacionados com interacdo com a CB-Cdt estdo destacados em azul. Em vermelho, sdo destacados
residuos ndo conservados. Possiveis sitios de N-glicosilagdo estdo destacados em amarelo.

2.4.14 Determinacdo da massa molecular do rCdtPLI2

A massa molecular do rCdtPLI2 foi determinada por MALDI-TOF MS (Figura 2.26).
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Figura 2.26 — Determinacao da massa molecular do rCdtPLI2 glicosilado. A amostra do inibidor foi diluida
na matriz de 4cido sinapinico e os dados foram adquiridos no modo linear positivo pelo espectrémetro de massas
Ultraflex Il MALDI TOF/TOF (Bruker).
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O rCdtPLI2 apresenta massa molecular tedrica de 36717,88 Da e a massa determinada
foi de 41643,599 Da. H4 uma diferenca de 4925,719 Da que corresponde as modificacdes pos-
traducionais: glicosilacdes e oxidacdo dos residuos de cisteina para formacdo das ligacbes
dissulfeto. Esse valor representa, aproximadamente, 12% de glicosilagfes presente na estrutura
do rCdtPLI2. Considerando que existe cerca de 6% de N-glicosilagbes (Figura 2.22), ha
também, possivelmente, por volta de 6% de O-glicosilacdes na estrutura do rCdtPLI2. Observa-
se ainda que existe algum componente com m/z de 83247,862 (Figura 2.26). E provavel que
esse pico representa duas moléculas de rCdtPLI2 que sofreram agregacdo apds a etapa de
cromatografia em fase reversa e que foram ionizadas com apenas um préton. Os picos largos
no espectro sdo devido as diferentes populacdes do inibidor causadas pela heterogeneidade das

glicosilacOes e isdtopos (DAI et al., 2015).

2.4.15 Avaliagdo preliminar da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA2s de

serpentes

Para avaliar a atividade inibitoria do rCdtPLI2 pds-reacdo de deglicosilacdo sobre CB-
Cdc e CTx-Cdc, o inibidor foi deglicosilado sob condi¢des ndo desnaturantes (Figura 2.27).
Sendo assim, foi necessario maior tempo de reacdo com a PNGase F do que o realizado

anteriormente.

A B
kDa 182 kba 1 2
g7 97 W
K
L 66 6610
45 — . 45"- -
®_
W 30 30m
20,1 20,1

Figura 2.27 — Perfil eletroforético do rCdtPLI2 glicosilado e deglicosilado em SDS-PAGE 10% para
avaliacio das reacgdes de deglicosilagio com PNGase F e o-manosidade. A corrida foi realizada sob 110 V. Os
géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250, mas suas imagens foram adquiridas em preto e branco
pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridos artificialmente pelo software Image Lab™. A) Reacdo
de N-deglicosilagdo com PNGase F. Pogos: 1) rCdtPLI2 p6s-N-deglicosilacdo; 2) rCdtPLI2 controle da reagdo. A
seta alaranjada indica a presenca da PNGase F. B) Reacdo de deglicosilagio com a-manosidade. Pogos: 1)
rCdtPL 12 pos-deglicosilacdo; 2) rCdtPLI2 controle da reacdo. A seta alaranjada indica a subunidade de 66 kDa da
a-manosidase.
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Observou-se reducdo de ~8% em massa do inibidor pos-N-deglicosilagdo (Figura
2.27A), valor comparavel ao obtido anteriormente considerando a acuracia do SDS-PAGE (+
10%) para estimativa de massa molecular (WEBER; OSBORN, 1969). Com rela¢do a digestéo
com a enzima alfa-manosidase, observa-se no final do gel de SDS-PAGE (Figura 2.27B) que a
migragdo das amostras foi prejudicada possivelmente pela diminuicdo de sua solubilidade e,
consequentemente, leva a um resultado errdneo na estimativa da massa molecular.

No ensaio de inibicdo da atividade fosfolipasica, verificou-se que o rCdtPLI2 ainda
glicosilado e armazenado na geladeira foi capaz de causar uma pequena reducdo na atividade
da CB-Cdc (Figura 2.28A).

A B

rCdtPLI2 armazenado na geladeira controle dareacdo de N-deglicosilagédo

< <
2 0.5 2 0.6
1S €
c c *
o 0.41 T o T =
o o
[{e] *k [{e} ==
5 *% 5 0.4
~ 0.31 o~ *kkKk
< <
1S €
o 0.2 . [} ol
(o] o 0.2
© *k )
c - o)
< 01 | | b |=—|
a a
= | | o L1
%) 0~0"#-' T T T T T »n 0.0 T T T T T T
o) a

PLI CP 2,9 4u9 CP 2309 4.9 PLI CP 2,9 4u9 CP 2,9 449
< 1 H HI 1 H u 1 < 1 n HI 1 u H 1

LI | 1 I | I |
CB-Cdc CTx-Cdc CB-Cdc CTx-Cdc

— rCdtPLI2 p6s PNGase F —~ rCdtPLI2 p6s alfa-manosidase
< <
2 0.8 2 0.5+
£ I ——
S *x S 0.4
o o 47
o 0.64 T o
© ©
5 1 5
~ ~ 0.34
Y 0.44 = ¥
1S €
) o 0.21
S s
© 0.2+ o
c c -
< |1| «© 0.1 KkKkk  kkkk *%
o o *%
5 - o = i B | ===
»n 0.0 T T T T T T » 0.0 T T T T T T
o) a

PLI CP 2,9 4u9g CP 239 4.9 PLI CP 2,9 4u9 CP 2,9 4.9
< 1 H “I 1 H u 1 < 1 n “I 1 u H 1

LI | 1 I | I |
CB-Cdc CTx-Cdc CB-Cdc CTx-Cdc

Figura2.28 — Avaliacéo da atividade do rCdtPLI12 deglicosilado sobre PLA: de serpentes. As toxinas (2 ug)
CB-Cdc e CTx-Cdc foram incubadas com o rCdtPLI2 deglicosilado (2 ou 4 ug) e o substrato NOB (500 uM) a
37 °C (C e D). As enzimas também foram incubadas com o rCdtPLI2 glicosilado armazenado na geladeira (A) ou
controle da reacdo de N-deglicosilacdo (B) nas mesmas proporcgdes. A absorbancia das amostras foi lida em 425
nm, tendo 600 nm como referéncia, ap6s 120 min de incubacg&o. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados
foram comparados ao controle positivo (2 pg de CTx-Cdc ou CB-Cdc) e estéo expressos como a média + o desvio
padrédo, analisados por ANOVA seguido do teste de comparacfes multiplas de Dunnett (**p<0,01; ***p=0,0001;
****n<0,0001). O controle negativo (PLI) foi realizado com 4 pg de inibidor.
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Uma explicagdo para isso seria o re-enovelamento do inibidor com o tempo em um
tampdo adequado, pois a eluigdo em TFA e acetonitrila na Gltima etapa cromatografica pode ter
alterado o enovelamento adequado do inibidor. Esse tempo na geladeira pode ter permitido que
parte das moléculas voltasse a sua configuracdo mais adequada e, mesmo estando hiper-
glicosilado, pode ter sido capaz de interagir com a enzima, ainda que com menor eficiéncia.

Quando deglicosilado com a PNGase F (Figura 2.28C), ocorreu aumento na atividade
enzimatica da toxina conforme aumentou-se a quantidade de inibidor utilizado, fato este
também verificado quando na presenca do rCdtPLI2 glicosilado, mas que foi submetido as
mesmas condic6es da reacdo (37 °C, 6 h, 300 rpm) (Figura 2.28B).

Muitos fatores sdo conhecidos por afetar a estabilidade/funcdo de uma proteina, como
pH, forca idnica, presenca de solvente organico e temperatura. No caso da temperatura, com o
seu aumento, ligacdes responsaveis por manter a proteina em seu estado nativo enovelado véo
se desfazendo até chegar um momento em que ndo é mais possivel a proteina manter sua
conformacdo nativa e se desenovela (FIELDS et al., 2015). Como foi realizado um longo
periodo de incubacdo para digestdo da amostra, acredita-se que a temperatura tenha causado
alguma mudanca na estrutura tridimensional do rCdtPLI2 fazendo com ainda fosse capaz de
interagir com a CB-Cdc, mas incapaz de inibir sua acéo e até mesmo facilitando o acesso do
substrato a enzima, como evidenciado pelo aumento da atividade catalitica da CB-Cdc (Figura
2.28).

Com relacgdo a inibicdo da CTx-Cdc, tanto para o rCdtPLI2 glicosilado armazenado na
geladeira (Figura 2.28A) como para o inibidor glicosilado submetido as condic¢des da digestao
pela PNGase F (Figura 2.28B) e o inibidor digerido com PNGase F (Figura 2.28C), observou-
se um aumento na atividade catalitica da CTx-Cdc conforme aumentou-se a quantidade de
inibidor utilizado no ensaio. Fato semelhante ja foi verificado e discutido anteriormente (Figura
2.21). A hipdtese € que a interacdo do rCdtPLI2 com a CTx-Cdc esteja impedindo a correta
formacéo desse complexo e facilitando o acesso do substrato a subunidade basica do complexo,
que apresenta atividade catalitica.

No entanto, apos a digestdo do rCdtPLI2 com a alfa-manosidase, houve inibicdo da
atividade catalitica de ambas as toxinas (Figura 2.28D), sem diferenca estatistica quando
comparadas as amostras de PLA> com inibidor versus a amostra contendo apenas com inibidor,
evidenciando que a hiper-glicosilacdo realizada pela P. pastoris tem interferéncia na atividade
do inibidor de fosfolipases rCdtPLI2.
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De fato, observa-se na sequéncia primaria do rCdtPLI2 (Figura 2.29) a presenca de
muitos residuos de serina e treonina proximos a (ou em) regides de interagdo de -PLI com a
CB-Cdt (FORTES-DIAS et al., 2019). Além disso, ressalta-se novamente o papel da Ser®® que
participa de interagcbes de hidrogénio com a CB-Cdt (FORTES-DIAS et al., 2019) e a
glicosilacdo desse residuo poderia levar a perda/diminuicdo de atividade do inibidor.
Adicionalmente, potenciais sitios para N-glicosilacGes parecem estar localizados em regides
mais distantes da face de interagdo com a CB (Figura 2.29).

CdtsbpPLI ~  ————————————— ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSL 47
rCdtPLI2 HHHHHHENLYFQGVLYCPPIPAPESVIEFVCNSPSLREFPIGFPAREKSISVEFIQVSSL 60

khkhkhkrkhkhk Ak hkhkhkrhkkhkhhkhkhkhhhhkhkrkhhkhkkhhhk ok kkhkhkhkkrkhkkkhkkhx
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rCdtPLI2 GMEALQGLPNLQELHLSNNRLKELPNGLFRNLPQLHELDLSNNLLEDLPPEIFENASSLE 120
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rCdtPLI2 HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRL 180
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CdtsbBPLI TTGMFSGLDNLERLVLESNPIQCIMGRTFHWRPKLSVLSLKNSSLTHVIMGVEFQ-LDQLE 226
rCdtPLI2 APEMFISGLDNLERLVLESNPIQCIVKKIFHWHPKLSVLSLKNSSLIHI IMGVFDPLDQLE 240
B P I R S R R P R PR S
CdtsbpBPLI LLDLSDNEFTTLDPPVHKPSANFSLDLSGNPWACDCRLENLLRWLKDHNIHLYSKEEEFVC 286
rCdtPLI2 LLDLSDNELSTMDDPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEEVC 300

khkhkhkhkhkhk ko ohkeokh hhkoekhkhkhhhkehkkhkhhhhkh dhhkhkhkhhkrhhhkhkhhkkh ek hkhkhkhhkhhhxrkkkhkx

CdtsbBPLI ASPKHFKGEHATSLQTSQICPC 308
rCdtPLI2 ASPKHFKGERATSLOTYQICPC 322
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Figura 2.29 — Alinhamento entre as sequéncias do CdtsbfPLI (GenBank MH479024) e rCdtPLI2 com
destaque para as glicosilagBes. Residuos conservados e relacionados com interacdo com a CB-Cdt estdo em
negrito e azul. Em negrito e vermelho, estdo residuos ndo conservados. Potenciais sitios para N-glicosilacdo séo
destacados em amarelo enquanto possiveis sitios para O-glicosilagdo no rCdtPLI2 estdo destacados em verde.

Alguns PLIs nativos do sangue de serpentes apresentam residuos de asparagina
conservados e N-glicosilados, mas essa glicosilacdo nao parece interferir com sua atividade in
vitro (LIZANO et al., 2000; NOBUHISA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2008; SOARES et al.,
2003). Isso também é observado para o CNF de C. d. terrificus cuja por¢édo de carboidrato ndo
é essencial para sua atividade inibitoria (FORTES-DIAS et al., 2014). Entretanto, é possivel a
interferéncia de hiper-glicosilacdes realizadas por P. pastoris na atividade inibitéria de um PLI
expresso nesse sistema (SANTOS-FILHO et al., 2014). Sendo assim, sera considerada,
posteriormente, a expressao do CdtPLI2 em um sistema heterdlogo diferente para evitar tais

modificacOes realizadas pela P. pastoris.
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2.4.16 Avaliacdo da atividade do rCtPLI2 deglicosilado sobre diferentes peconhas ofidicas
e suas PLA:s

Foram avaliados 20 pg das pegonhas de B. jararacussu. B. neuwiedii, B. moojeni, C. d.
cascavella, C. d. collilineatus e C. d. terrificus e 40 ug das pegonhas de B. jararaca e L. muta
(que apresentaram menor atividade fosfolipdsica em uma avaliacdo preliminar), sempre
respeitando a quantidade de 1 pg de inibidor deglicosilado para cada 10 pg de pegonha.

Em todos os casos, o rCdtPLI2 deglicosilado reduziu efetivamente a atividade
enzimatica de PLA; (Figura 2.30). Embora alguns inibidores isolados do sangue de serpentes
do género Bothrops nao tenham demonstrado acédo frente a CB de C. d. terrificus (OLIVEIRA
et al., 2008; SOARES et al., 2003), o rCdtPLI2 de C. d. terrificus aléem de inibir a acéo
enzimatica da CB e da CTx também foi eficaz na inibi¢do de peconhas laquética e botropicas.
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Figura 2.30 — Atividade inibitéria do rCdtPLI2 deglicosilado sobre a atividade fosfolipasica de diferentes
peconhas ofidicas brasileiras. As peconhas (20 ug de B. jararacussu, B. neuwiedii, B. moojeni, C. d. cascavella,
C. d. collilineatus e C. d. terrificus ou 40 pg de B. jararaca e L. muta) foram incubadas com o rCdtPLI2
deglicosilado (2 ou 4 pg, mantendo propor¢ao em massa de 10 pg peconha: 1 pg inibidor) e o substrato NOB (500
M) em 37 °C. A absorbancia das amostras foi lida em 425 nm, tendo 600 nm como referéncia, apds 120 min de
incubacgdo. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados de cada peconha na presenca do inibidor foram
comparados aos seus respectivos controles positivos (peconha na auséncia do inibidor) e estdo expressos como a
média + o desvio padréo, analisados por ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnett (*p<0,05;
***<0,001; ****p<0,0001). Abreviagdes: B, peconha branca; deglic, deglicosilado.

As amostras de peconhas avaliadas também foram submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida (Figura 2.31) para estimar seu contetido de fosfolipases através da densitometria
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das bandas de proteinas do gel. PLA>s de peconhas de serpentes, geralmente, apresentam massa
molecular entre 10-20 kDa (XIAO et al., 2017), portanto, foi avaliada qual a propor¢éo dos
componentes presentes nessa faixa de massa em cada peconha (Figuras 2.31 e 2.32, Tabela 2.1).
Também constam na tabela 2.1, as PLA; ja isoladas das pe¢onhas analisadas no experimento e
as proporcdes de PLA:s ja descritas na literatura para cada pegonha avaliada.
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Figura 2.31 — Perfil eletroforético de diferentes peconhas ofidicas brasileiras com importancia médica.
Foram aplicados 70 pg de cada pegonha no gel de SDS-PAGE 13,5% e a corrida foi realizada sob 110 V. O gel
foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250, mas a imagem foi adquirida em preto e branco pelo sistema Gel
Doc™ EZ Gel Documentation e colorida artificialmente pelo software Image Lab™. Abreviagdo: B, peconha
branca.

As peconhas do género Crotalus apresentam alta proporcdo de PLA2S em sua
composicao, podendo chegar até cerca de 90% (Tabela 2.1). Nas peconhas analisadas, foram
estimados entre 59-67% de PLA (Tabela 2.1). Sabe-se que grande parte dessas enzimas esta
formando o complexo da crotoxina, mas outras PLAs também estdo presentes nessas pegonhas,
podendo chegar a até 18% (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019;
VIEIRA et al., 2013). Um exemplo é a intercro, uma PLA, com atividade catalitica e
caracteristicas estruturais semelhantes a CB, mas provavelmente incapaz de formar o complexo
neurotdxico da crotoxina junto com a crotapotina (VIEIRA et al., 2013).

Além disso, os componentes da crotoxina (CA e CB) podem apresentar diferentes
isoformas (BEGHINI et al., 2000; FAURE et al., 1994; FUSCO et al., 2015), porém,
normalmente sdo referidos apenas como crotapotina ou PLA, de Crotalus, o que leva a uma

dificuldade na diferenciacdo dessas isoformas. A inibicdo da atividade das pegonhas crotalicas
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avaliadas é um reflexo direto da inibi¢&o tanto da PLA2 basica como do complexo da crotoxina,

como ja avaliado na inibigdo dessas enzimas anteriormente (Figura 2.28).

Bothrops jararacussu Crotalus durissus cascavella (B)
o il |
|\I Sfﬂ
£ | m £
H | Z
g 601 ‘I I ‘ l g
111 | am
.| [ I‘ ‘ | ‘ .
| | | |
- Ry [ | =0

|
N [T \|
| Yoy \ |
o ¥\ L .
0% 050

Bothrops neuwiedii

1om mTTARSTTTS wom
I \ \
1 \ |
1000 1 H an
1 ‘ |
1 | -
£ o I | 1 <
z |1 | | E w0
£ ! 1 H
E smq Lo | E
[ b 1
r 1 1 a7
1 | | ‘ | ! !
| 1) | i
| | | | 1
1
| 1 I x07
il ] | Y S
Vo "o\ \/ |y . -~ |
\ ) |\ | (Ve [ \/
T T EIm | |
000 025 05 R a7 1m 100
Bothrops moojeni
10w : __________ : 100 AT ]
Lo 1 L !
\ I 1 [ 1
| A | H o] 1 | |
I \ | H [ | 1
- - | - 1 1
< [ | : < 1 !
£ om | v | E wm 1 | 1
2 | | | ! 2 1 1
£ | Aol | ! H v \
AT [ | | = | | |
4 | [ 1 |
n | | e 1 1
Wl | | ! 1 1
| I 1 1
| [ T A B H . 1 1
/ (1 1. | 1 1 1
2w (1] bl 1 I o] X
| [ R A 1 I | .
11 \f | ViNadl I : | : al
] \/ \/ LYy A\ - i/ \ | \/ /
am 03 0s R ars 1m ™ 1
Bothrops jararaca
10009 ; 12009 Il il
i 1 1
| N 1
| | 0| | [ |
e | | ! 1
| ‘ | 1 H
£ | | g I I [ 1
Z | | z i o] | 1
H | H | | ! 1
2 | 2 | | 1
£ | | £ || 1
| [ [ y 1
a0 | R | | | I H 1
Nl m 1 [ 1] ] ! I
| \ |1 | 1 A
I \ | (] | [ ] H I
201 | ol | | | I 1 N
\ . 2m | | / \
| ] / |\ A e
\l g \ \N A 1S
\/ | / | \/ \ \ S LN
. aEnE s I 2} W
am 03 om R ars 1m om 03 s R ars 1m

Figura 2.32 — Densitometria das bandas de proteinas do SDS-PAGE realizado com peconhas brasileiras de
interesse médico. A densitometria foi realizada pelo software Image Lab™. Os retdngulos verdes indicam as
bandas utilizadas na estimativa da proporcao de PLA, em cada pe¢onha.

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo II: Resultados e discussdo 138

Tabela 2.1 — PLA; e componentes entre 10-20 kDa nas peconhas botropicas, crotélicas e laquética avaliadas na presenca do inibidor rCdtPLI2

deglicosilado.
Proporcéo de Proporcéo de )
Peconha Zlggzri(:fﬁga eg?g?%?zeg tﬁ;éﬁér PLAG:s ja descritas na literatura Rej;juo pl 'z\:t\gl?t?gae Miotoxicidade Referéncias
literatura SDS-PAGE
B. jararacussu 25-35[1] 47 SHISPIIA ND A S S (pouca) [2]
SIISPIIB D49 A S S (pouca)
SHISPIHA ND A S S (pouca)
SIHISPIIB ND A S S (pouca)
J- ND A S S (pouca)
Sii-SP, ND A S N
Sii-SPu ND A S N
Si-SPu ND N baixa N
BthTX-I (Sm-SPw, Bj VII) K49 B N S
BthTX-II D49 B S S
BthA-I D49 A S N
Bj IV D49 B S S
Bj V D49 B S ND
Bj VIII K49 B N S
B. neuwiedii 8[3] 46 BnSP-5a, BnSP-6a ND B ND S [4]
BnMG-6a, BhMG-6b, BhMG-6¢ ND B ND S
BnSP-7 K49 B N S
P-1 ND A S N
P-2 ND A S N
P-3 ND A S ND
B. neuwiedii myotoxin | K49 B N S
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Proporcéo de

Proporcéo de

Peconha Zlggzri(:fga eg?:g?%?zeg tlilsjg)/sz)r PLAG:s ja descritas na literatura Rej;juo ?;It\;ll?t?g; Miotoxicidade Referéncias
literatura SDS-PAGE
BnuTX-I K49 B N S
Bn IV K49 B N S
B. moojeni 11-20 [5] 42 BmooTX-I D49 A S S [6]
BmTX-I D49 B S S
BM-PLA; D49 A S ND
MjTX-I K49 B N S
MjTX-II K49 B N
MjTX-1II K49 B* N ND
MjTX-IV K49 B* N ND
BmooPLA; D49 A S N
BomoTX K49 B ND ND
B. jararaca 3-6 [7] 21 BJ-PLA2 D49 A S ND [8]
BJ-PLA2-] D49 A S ND
Jar-111 ND B N S (pouco)
L. muta 10,8 [9] 46 Lmr-PLA; D49 A S N [10]
LM-PLA2-II D49 A S S
LM-PLA2-1 D49 A S S
LmTX-I D49 B S ND
LmTX-II D49 B S ND
LmutTX K49 B N ND
C. d. cascavella 90 [11] 59 Crotapotina (CA) - A N N [12]
PLA: (CB) ND B S S
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Proporcéo de Proporcéo de
o R - Residuo ivi
Peconha Flle .(/0) ja SEEETERTES (/6) PLAG:s ja descritas na literatura pl AtIVI(,jEf‘de Miotoxicidade Referéncias
descrita na entre 10-20 kDa por 49 catalitica
literatura SDS-PAGE
C.d. 72-78 [13] 67 Crotapotina (CA) - A N N [14]
collilineatus PLA; (CB) D49 B S S
C. d. terrificus 48-90 [15] 63 Crotapotina (CA) - A N N [16]
PLA, (CB) D49 B S S
Intercro D49 B S S

AbreviacOes: A, acida; B, basica; B*, basica (determinada por similaridade); N, neutra; BthTX-I, bothropstoxin-I; BthTX-II, bothropstoxin-Il; ND, ndo determinado; MjTX-l,
myotoxin-I; MjTX-1I, myotoxin-II

[1] SOUSA et al., 2013

[2] ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; BONFIM et al., 2001; CINTRA et al., 1993; DOS SANTOS et al., 2008; HOMSI-
BRANDEBURGO et al., 1988; KETELHUT et al., 2003; PEREIRA et al., 1998; PONCE-SOTO et al., 2006

[3] SOUSA et al., 2013

[4] ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; CORREA et al., 2016; DANIELE, BIANCO, FIDELIO, 1995; DANIELE et al., 1997; GEOGHEGAN et al., 1999; RODRIGUES et
al., 1998; SOARES et al., 2000; TOYAMA et al., 2011; VIDAL, CATTANEO, STOPPANI, 1972

[5] AGUIAR et al., 2019; AMORIM et al., 2018

[6] ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; CALGAROTTO et al., 2008; LOMONTE et al., 1990; NONATO et al., 2001; PERCHUC et al., 2010; REICHL et al., 1989;
SANTOS-FILHO et al., 2008; SILVEIRA et al., 2013; SOARES et al., 2000; ZHANG et al., 2017

[7] NICOLAU et al., 2017; SOUSA et al., 2013

[8] ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; CEDRO et al., 2018; SERRANO et al., 1999

[9] PLA et al., 2013

[10] CORDEIRO et al., 2015; DAMICO et al., 2005; DINIZ-SOUSA et al., 2018; FULY et al., 2002

[11] BOLDRINI-FRANCA et al., 2010

[12] BEGHINI et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2003; RANGEL-SANTOS et al., 2004

[13] BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2018

[14] BEGHINI et al., 2000; PONCE-SOTO et al., 2002, 2007; RANGEL-SANTOS et al., 2004; TOYAMA et al., 2005

[15] CALVETE et al., 2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 2015, capitulo 1 deste trabalho

[16] BEGHINI et al., 2000; FAURE et al., 1994; FUSCO et al., 2015; HENDON; FRAENKEL, 1971; HERNANDEZ-OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002;
RANGEL-SANTOS et al., 2004; RUBSAMEN, BREITHAUPT, HABERMANN, 1971; TOYAMA et al., 2003; VIEIRA et al., 2013
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No caso da pegonha laquética, existem PLA; tanto &cidas como bésicas que apresentam
atividade catalitica, além de uma PLA> bésica sem atividade enzimética (Tabela 2.1). Além
disso, Pla e colaboradores (2013) relataram a presenca de cerca de 10% de PLA:
cataliticamente ativa na peconha de L. muta rhombeata e a Lmr-PLA> (&cida e cataliticamente
ativa) corresponde a cerca de 6% das proteinas dessa peconha (CORDEIRO, 2013). Embora
dados da literatura demonstrem que B-PLIs possam ser mais especificos para PLA2 com
caracteristicas basicas (OHKURA et al., 1997) e como ndo houve diferenca estatistica
significante entre a amostra de peconha com o inibidor e a amostra que continha apenas o
inibidor, infere-se que o rCdtPLI2 deglicosilado seja capaz de inibir a acdo enzimatica tanto de
PLA: béasicas como acidas.

As peconhas botropicas também apresentam PLA acidas e basicas em uma mesma
peconha (Tabela 2.1). As PLA>s basicas sdo geralmente cataliticamente inativas, sendo a
miotoxicidade uma de suas principais aces (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000;
GEOGHEGAN et al., 1999; XIAO et al., 2017) (Tabela 2.1). Por sua vez, as PLA> botropicas
acidas sdo, em geral, cataliticamente ativas (Tabela 2.1) embora também ja tenha sido relatado
que possam apresentar acdo miotdxica (KETELHUT et al., 2003; SANTOS-FILHO et al.,
2008). Essa acdo miotoxica de PLA; cataliticamente ativa seria resultado da hidrolise dos
fosfolipideos de membrana celular, resultando na liberacéo de lisofosfolipideos, instabilidade
da membrana e necrose do musculo esquelético (LOMONTE; GUTIERREZ, 2011).

Entre as peconhas do género Bothrops analisadas, a peconha de B. jararaca € a que
apresenta uma menor proporcao (mas ainda grande) de PLA2 em sua composi¢do (Tabela 2.1).
Nesse caso, mesmo utilizando o dobro de peconha no ensaio, a atividade fosfolipasica ndo foi
tdo elevada na auséncia do inibidor, mas foi possivel verificar a diminuicdo de atividade quando
o rCdtPLI2 deglicosilado foi adicionado (Figura 2.30).

Embora nessa peconha também existam PLA tanto &cidas como basicas, essa baixa
atividade catalitica provavelmente esta relacionada a uma maior propor¢do de Jar-111 (PLA:
basica sem atividade catalitica) (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000) em relacdo a outras PLA;
(4cidas cataliticamente ativas). Cedro e colaboradores (2018) encontraram 0,35% de BJ-PLA.-
| (PLA: &cida com atividade enzimatica), mas ndo descarta que essa enzima seja a mesma (BJ-
PLA>) isolada anteriormente por Serrano et al. (1999) cuja proporg¢do encontrada foi de 0,2%
na peconha. Além disso, deve-se levar em consideracdo que outras PLA: ainda podem estar

presentes no proteoma da pegonha de B. jararaca visto a grande quantidade de transcritos ja
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identificados na glandula de pegonha dessa serpente que codificam essa familia de enzimas
(CIDADE et al., 2006; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2015).

A pecgonha de B. jararacussu apresenta PLAs cataliticamente ativas tanto acidas como
bésicas além de uma grande proporcéo (~25%) da miotoxina BthTX-I, que é desprovida de
atividade enzimética (DOS SANTOS et al., 2008) (Tabela 2.1). A BthTX-I1, embora seja uma
D49-PLA; bésica miotdxica, apresenta baixa atividade catalitica que parece ser resultado de
mutacdes extras em pontos estratégicos, como 5° residuo N-terminal que participa do canal que
fornece o acesso do substrato ao sitio catalitico (PEREIRA et al., 1998).

Por sua vez, a peconha de B. neuwiedii apresenta PLA>s &cidas cataliticamente ativas e
miotoxinas basicas sem atividade catalitica (Tabela 2.1). Fato semelhante ocorre com a peconha
de B. moojeni cujas PLA: bésicas, geralmente, ndo apresentam atividade catalitica (excegédo
para a BmTX-1 uma D49-PLA, miotoxica) (Tabela 2.1). Sendo assim, a inibicdo dessas
peconhas pelo rCdtPLI2 deglicosilado corrobora a ideia de que esse inibidor é capaz de interagir
com PLA;s acidas e impedir a atividade enzimatica desses componentes.

Para melhor avaliar a acdo do rCdtPLI2 deglicosilado frente a PLA, acidas e bésicas,
sua atividade inibitdria foi novamente testada na presenca da CB-Cdc (PLA: bésica), CTx-Cdc
(PLA: dimérica predominantemente acida) e Lmr-PLA, (PLA: acida). As PLA: de Crotalus
foram isoladas como ja descrito anteriormente. J& a Lmr-PLA, de L. muta foi isolada como

descrito por Cordeiro et al. (2015) e o resultado do isolamento encontra-se na figura 2.33.
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Figura 2.33 — Isolamento da Lmr-PLA.. A) Filtragdo molecular da peconha de L. muta na coluna HiPrep™
16/60 Sephacryl® S100 HR. A coluna foi previamente equilibrada com tampé&o acetato de sédio 50 mM com NaCl
0,15 M (pH 6) e as fracGes eluidas nessa mesma solugdo. A eluicdo foi monitorada pelo sistema Akta pure em 214
nm. B) Cromatografia de fase reversa da fragdo LmS-G. A fracdo foi aplicada em uma colua C18 (250 x 4,6 mm,
Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluicdo das fragdes seguiu um gradiente de ACN (0-
80%) em TFA 0,1%, ou seja, 100% da solucdo B. A eluicdo foi monitorada pelo sistema Akta purifier UPC-10
(GE Healthcare) em 280 nm.
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O rCdtPLI2, deglicosilado com a enzima a-manosidase como discutido anteriormente,
foi incubado em diferentes proporcdes com as toxinas (13,8x107° umol) (Figura 2.34). A partir
da proporc¢édo de 1:50 (inibidor:toxina), ndo foi possivel a inibi¢cdo da CB-Cdc e da Lmr-PLA>
(Figura 2.34). No caso desta ultima, a proporcao de 1:5 foi suficiente para reduzir drasticamente
a atividade enzimatica. Ja para a CB-Cdc, na proporcédo de 1:5 € possivel observar uma reducgéo
de cerca de 73% da atividade enzimética dessa enzima. Por sua vez, no caso da CTx-Cdc, a
partir da proporcdo de 1:10 ja ndo houve diferenca na redugdo da atividade em relagcdo ao
controle positivo e, na propor¢do de 1:5, a atividade foi reduzida em, aproximadamente, 65%
(Figura 2.34).
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Figura 2.34 — Avaliacdo da inibicdo de PLAZ2s &cidas e basicas pelo rCdtPLI2 deglicosilado em diferentes
proporgdes. CB-Cdc, CTx-Cdc e Lmr-PLA; (13,8x10°° umol) foram incubadas com o rCdtPLI2 deglicosilado em
diferentes proporg¢des inibidor:toxina (1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000) e o substrato NOB (500 puM) em 37
°C. A absorbancia das amostras foi lida em 425 nm, tendo 600 nm como referéncia, ap6s 120 min de incubacéo.
O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram comparados ao controle positivo (13,8x10° umol de CB-
Cdc, CTx-Cdc ou Lmr-PLA,) e estéo expressos como a média + o desvio padréo, analisados por ANOVA seguido
do teste de comparacdes multiplas de Dunnett (*0,05<p<0,01; **p<0,01; ****p<0,0001).

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo II: Resultados e discussdo 144

Fortes-Dias e colaboradores (2019) destacaram a importancia na interacdo com o
inibidor CdtsbpBPLI de uma regido R1 que contém residuos do N-terminal e da folha beta da
CB-Cdt. Esses residuos encontram-se destacados em amarelo na figura 2.35. Além disso,
também séo relevantes os residuos Phe?*, Trp® e Trp™® que interagem com o inibidor através

de interacdes hidrofobicas (Figura 2.35, destaque em azul).

10 20 30 40 50 &0

sp|P24027|CB-Cdt SLLOFNEMIEKEFETRE-ENAVPFYAFRYGCYCGWNGGQGRPEDATDRCCEFVHDCCYGELA——K-C————-NTK
sp| POCASZ |CB-Cdc HLLOFNEMIKFETE-RNATIPPYAFYGCYCGWGGRGEPEDATDRCCEVHDCCYGELA——K-C—————NTK
Sp|B3EWPE | Lmr-PLAZ HLLOFGDLINKIAR-RNGILYYSEYGCYCGLGGRGRPQUDATDROCEFVHDCCYGEVT--G-C———-—-DFK

70 B0 a0 100 110 120 130
sp|P24027|CB-Cdt WDIYRYSLESGYITCG-EGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYENEYMEYPD-SECREPSETE
sp| POCASZ |CB-Cdc WDFYRYSLESGY ITCG-EGTWCEEQICECDRVARAECLRRSLSTYRYGYMIYPD-SECRGESETE
sp | B3EWPE | Lmr-PLAZ ——————————————

Figura 2.35 — Alinhamento de sequéncias das fosfolipases CB-Cdt, CB-Cdc e Lmr-PLA;. O
alinhamento foi gerado pelo servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
Residuos ndo conservados estdo em vermelho e residuos conservados de cisteina foram destacados em
cinza. Residuos do N-terminal e da folha-beta que fazem parte da interagdo com B-PLIs estdo com
destaque amarelo. Com destaque em azul, estdo os residuos que fazem interagdes hidrofobicas com f-
PLIs. A numeracdo da sequéncia esta de acordo com o padronizado por Renetseder et al. (1985).

A CB-Cdc (sp|POCAS?2) apresenta 91% de identidade e 95% de similaridade com a CB-
Cdt (sp|P24027) utilizada no estudo de Fortes-Dias et al. (2019). As regides comentadas
anteriormente sdo altamente conservadas entre essas duas isoformas, havendo apenas uma
mutacdo conservativa na posicdo 16. Portanto, sugere-se que a interacdo do rCdtPLI2
deglicosilado com a CB-Cdc ocorra nos mesmos sitios descritos para a CB-Cdt. Outro ponto
importante € que os residuos acima citados nédo fariam parte de interacbes CB-CB em solucéo,
podendo estar disponiveis para interacdo com o rCdtPLI2 mesmo que a toxina assuma um
estado tetramérico (MARCHI-SALVADOR et al., 2008).

Por sua vez, a Lmr-PLA: (Sp|B3EWP6) apresenta 63 e 78% de identidade e
similaridade, respectivamente, com a CB-Cdt (sp|P24027) entre os residuos alinhados, mas
apenas a sequéncia parcial da Lmr-PLA; esta disponivel nos bancos de dados. Comparando-se
a regido N-terminal da Lmr-PLA2 com a CB-Cdt, observa-se que embora ocorra uma mutacao
ndo conservativa na posi¢do 7 (K — D), hd uma mutacdo conservativa na posi¢ao 16 (K — R),
assim como ocorre na CB-Cdc, e outros residuos importantes para a interagdo com B-PLIsS
também estdo presentes (Figura 2.35). Sendo assim, ha indicios de que esses residuos da regido
N-terminal também possam participar da interacao entre Lmr-PLA; e rCdtPLI2. Nada se pode
concluir a respeito das regides de folha-beta e de interacdes hidrofébicas uma vez que nédo se

conhece a sequéncia da Lmr-PLA: nessas regides.
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Com relagdo a CTx-Cdc, como ja discutido anteriormente, esse componente é um
complexo formado por duas PLA; associadas ndo covalentemente: uma basica (CB) e outra
acida (CA), no qual a subunidade &cida permite que a subunidade béasica alcance receptores na
juncdo neuromuscular, podendo levar até a parada respiratéria no envenenamento crotalico
(FAURE; XU; SAUL, 2011; FERNANDES; AGUIAR; DAHER, 2008).

Alguns residuos importantes para a interagdo CA-CB fazem parte da regifo R1 (Lys',
Arg', Lys'®) e da regido de interacdes hidrofdbicas (Phe?*, Trp® e Trp™®) na CB que sio
passiveis de interagdo com B-PLIs (FAURE; XU; SAUL, 2011; FORTES-DIAS et al., 2019).
Adicionalmente, os residuos Trp®! e Trp’™ apresentam grande relevéncia na estabilidade do
complexo ao interagirem com Asp® e Asp®® na cadeia p da CA, dificultando o acesso do
substrato ao sitio catalitico. No entanto, a presenca de uma Ser na primeira posi¢do N-terminal
da CB mudaria a posicdo do Trp’?, facilitando acesso do substrato e justificando as diferentes
atividades enzimaticas encontradas entre as isoformas de crotoxina (FAURE; XU; SAUL,
2011).

Além disso, um estudo do y-PLI CNF/CICS de C. d. terrificus mostrou que esse inibidor
é capaz de causar a dissociacdo do complexo CA-CB através de uma competicdo com a CA e
ligacdo a CB, formando um complexo néo téxico (FAURE; XU; SAUL, 2011). Portanto, como
alguns sitios de interagdo dos B-PLIs s@o0 os mesmos em que ocorre a interagdo CA-CB,
acredita-se que o rCdtPLI2 deglicosilado possa também ser capaz de deslocar a CA e ligar-se a
CB-Cdc, bloqueando o acesso do substrato ao sitio catalitico e inibindo sua atividade
enzimatica.

Com relagdo as serpentes do género Bothrops, o envenenamento causado por elas
apresenta tanto acGes locais como sistémicas, sendo caracteristicos: intensa inflamacao,
miotoxicidade e alteraces na coagulacdo sanguinea, manifestando-se com dor, edema, bolhas,
sangramento, necrose tecidual e, até mesmo, hemorragias sistémicas e insuficiéncia renal
(OLIVEIRA et al., 2017). Um dos grandes desafios no seu tratamento € o desenvolvimento de
inibidores capazes neutralizar acdes locais, impedindo, por exemplo, a miotoxicidade, que,
muitas vezes, ndo é eficientemente neutralizada pela terapia convencional (BRYAN-QUIROS
et al., 2019).

E amplamente relatado que as PLA; presentes nessas peconhas estdo intrinsicamente
relacionadas com os efeitos miotoxicos e inflamatorios observados (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; TEIXEIRA et al., 2009). Além disso, algumas PLA de serpentes da familia
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Viperidae (incluindo as do género Bothrops) tém mostrado acdo anticoagulante (KETELHUT
et al., 2003; VERHELJ et al., 1980; XIAO et al., 2017) e, recentemente, foi proposto que a
PLA> BomoTX de B. moojeni é capaz de induzir dor através da excitacdo de neurbnios
sensoriais via liberacdo de ATP, com consequente ativacdo de receptores purinérgicos
(ZHANG et al., 2017).

Muitos estudos tém mostrado a importancia da regido C-terminal das Lys49-PLA> no
desenvolvimento de sua acdo miotoxica (FERNANDES et al., 2014). Essa regido é composta
por uma combinacdo de aminoacidos basicos e hidrofébicos, sendo o segmento 117-122 o
determinante-chave para interagdo com a membrana celular, além da participacio da Lys?
(CHIOATO et al., 2002; DOS SANTOS; SOARES; FONTES, 2009; FERNANDES et al.,
2014). Adicionalmente, destaca-se a importancia dos residuos Lys®® e Lys'?’, que auxiliam no
ancoramento a membrana (DOS SANTOS; SOARES; FONTES, 2009).

Uma comparacédo de Lys49-PLA, miotoxicas com a CB de Crotalus revela que ndo séo
conservados os sitios hidrofobicos e nem os residuos 10, 14, 74 e 87 capazes de interagir com
B-PLIs nas PLA;s basicas de Crotalus (Figura 2.36A). Entretanto, sdo conservadas as lisinas
das posicdes 7, 14 e 78, que também participam dessas interacdes e, além disso, as lisinas 20 e
80 das Lys49-PLA: botropicas localizam-se proximas as regides R1 e de folha beta para
interacdo com B-PLIs. Portanto, esses residuos basicos e também a regido basica e hidrofdbica
da porcdo C-terminal, que fica exposta para interacdo com a membrana celular, poderiam ser
alvo de interagbes com PLIs. No entanto, novos estudos sdo necessarios para confirmar esta
hipdtese.

Com relagdo as miotoxinas que sdo Asp49-PLA>, a porgdo C-terminal também esta
convenientemente localizada para interagir com membranas e também apresenta residuos
hidrofdbicos e carregados positivamente expostos ao solvente, podendo levar a um mecanismo
de miotoxicidade similar ao proposto para as Lys49-PLA, (FERNANDES et al., 2014). Além
disso, sabe-se que a hidrdlise de fosfolipideos de membrana catalisada pelas Asp49-PLA; é
necessaria para seu efeito miotdxico, embora ndo seja o fator determinante, uma vez que
existem Asp49-PLA: que ndo induzem a miotoxicidade (SALVADOR et al., 2017).

Uma comparacgdo dessas enzimas com as PLA>s basicas de Crotalus (Figura 2.36B)
revelou que, em geral, ndo ha conservacdo dos residuos envolvidos na interacdo CB-PLI e
também nédo apresentam as lisinas 20 e 80 envolvidas com a miotoxicidade das Lys49-PLA..

Sendo assim, existe a possibilidade que o rCdtPLI2 possa interagir com a regido basica C-
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terminal dessas proteinas. Estudos de docking para o mapeamento das interacGes entre
miotoxinas e o rCdtPLI2 poderiam confirmar esta hipotese.

20 30 40 50 &0
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splP82114 |MJjTX-I SLVELGEMILQETG-KNFPAKSYGAYGCNCGVLGRGEPKDATDRCCYVHRCCYKKLT--N-C—————-DFK
sp|QoIB34 | MITH-II SLFELGEMILQETG-ENFAKSYGVYGCNCGVGGRGEPEDATDRCCYVHECCYRELT——G—C—————LFK
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Figura 2.36 — Alinhamento de sequéncias de PLA2s botropicas A) Lys49 e B) Asp49 com CB-Cdt e CB-Cdc.
O alinhamento foi gerado pelo servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Residuos
conservados de cisteina foram destacados em cinza. Residuos do N-terminal e da folha-beta que fazem parte da
interacdo da CB com [B-PLIs estdo com destaque amarelo. Com destaque em azul, estdo os residuos que fazem
interagdes hidrofobicas da CB com B-PLIs. Em negrito e vermelho estdo os residuos relacionados com a
miotoxicidade de Lys49-PLA,s. A numeracdo da sequéncia estd de acordo com o padronizado por Renetseder et
al. (1985).

2.4.17 Avaliacao preliminar in vivo da acao antiedematogénica do rCdtPLI12

Foram realizados dois ensaios para a avaliacdo preliminar in vivo da acéo
antiedematogénica do rCdtPLI2 e os resultados estdo expressos nas figuras 2.37 e 2.38. Em
um primeiro momento, foram avaliados 8 grupos experimentais (Figura 2.37). Os animais neste
experimento apresentaram peso médio de 13,9 g, variando entre 10,8-19 g/animal. Os grupos-
controle consistiram em animais inoculados com o rCdtPLI2 glicosilado ou apds a reacdo de
deglicosilagdo com a enzima alfa-manosidase. O edema induzido nesses grupos utilizando

apenas o inibidor foi de, aproximadamente, 20% (Figura 2.37), similar ao obtido por Bordon et
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al. (2012) utilizando apenas solugdo tamponante. Para inoculagéo das toxinas, a massa de toxina
(ug) utilizada por Bordon et al. (2012) foi convertida em pmol. Para a administracdo das
amostras de toxina incubadas com o rCdttPLI12, utilizou-se a proporgdo de 1 pumol inibidor: 2
umol toxina, sendo a propor¢do de inibidor maior do que a proporgéo analisada no ensaio de
inibicdo da atividade enzimatica realizado anteriormente de 1:5 (Figura 2.34).

As PLA:; e crotoxina de Crotalus séo toxinas que apresentam um pronunciado efeito
edematogénico (BORDON et al., 2012; RANGEL-SANTOS et al., 2004). E possivel observar
que a CB-Cdc e CTx-Cdc induziram, aproximadamente, 50% de aumento na pata dos
camundongos nos grupos em que os animais foram inoculados apenas com as toxinas (Figura
2.37).

Nos grupos em que os camundongos foram inoculados com a CTx-Cdc, os animais ja
estavam quietos e passivos com apenas 60 min de experimentacdo e, com 140 min, todos 0s
animais haviam morrido. Embora tenha sido utilizada a mesma concentracdo de Ctx do que
Bordon e colaboradores (2012), as mortes podem estar relacionadas ao menor peso dos animais
neste experimento e/ou a maior neurotoxicidade da CTx-Cdc do que a CTx de C. d. terrificus
visto que existem 2 grandes grupos de crotoxina: as que sdo mais neurotdxicas € menos
enzimaticamente ativas e as que sdo0 menos neurotoxicas, porém com maior atividade
enzimatica (FAURE; BON, 1987; FAURE et al., 1994; FAURE et al., 1991; FAURE; XU;
SAUL, 2011).

Por sua vez, nos grupos em gque a CTx-Cdc foi previamente incubada com o rCdtPLI2
(tanto glicosilado como apds a reacdo de deglicosilacédo), observa-se que houve uma reducao
da inducdo de edema (Figura 2.37A) embora o0s resultados ainda ndo tenham sido
estatisticamente diferentes do grupo inoculado apenas com a CTx-Cdc. Entretanto, houve
reducdo de ~13% na area sob a curva do grupo em que a CTx-Cdc foi pré-incubada com o
rCdtPLI2 deglicosilado em comparacdo ao grupo em que foi administrada apenas a CTx-Cdc
(Figura 2.37A).

Esse resultado pode ser um sinal de que o rCdtPLI2 é capaz de inibir a acdo dessa toxina
in vivo, mas uma nova avaliacdo deve ser realizada para confirmar essa suspeita. Um dos
motivos para uma pequena reducdo no edema seria o fato de que, in vivo, existe a possibilidade
de gue a concentracdo de inibidor necessaria para inibicdo da PLA. seja maior do que a utilizada
in vitro. Portanto, uma maior propor¢édo inibidor:PLA: deveria ser avaliada. J& nos grupos em

que os camundongos foram inoculados apenas com a CB-Cdc, ndo ocorreram mortes no

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo II: Resultados e discussdo 149

decorrer do experimento. Todavia, os resultados foram

rCdtPLI2 tanto glicosilado quanto apds a reagdo de degl

inconclusivos para a acao inibitoria do

icosilagéo (Figura 2.37B).
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Figura 2.37 — Experimentacdo animal 1 da avaliacdo prelimi

nar in vivo da a¢do antiedematogénica do

rCdtPLI2. A) A avaliagdo da ag&o inibitoria sobre a CTx-Cdc durou 120 min. A incubacdo da toxina com inibidor
seguiu a proporcdo 1:2 (toxina:inibidor). Os resultados foram comparados ao controle positivo de indugdo de
edema (13,8x10° pmol de CTx-Cdc) e estdo expressos como a média + o desvio padrdo, analisados por two-way
ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (****p<0,0001). B) A avaliacdo da acédo
inibitéria sobre a CB-Cdc durou 240 min. A incubacdo da toxina com inibidor seguiu a propor¢do 1:5

(toxina:inibidor). Os resultados foram comparados ao controle posi

tivo de inducdo de edema (13,8x10°° pmol de

CB-Cdc) e estdo expressos como a média + 0 desvio padrio. Abreviagdes: PLI deglic: PLI deglicosilado pela a-

manosidade; PLI glic: PLI glicosilado.
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Ja existem relatos na literatura de PLIs presentes no sangue de serpentes que apresentam
acoes in vivo contra acoes de PLA>. O aBjussuMIP reduziu ~30% a atividade enzimatica de
Asp49-BthTX-Il e Asp49-PrTX-I11, mas apenas ~10% a atividade da Asp49-CB de C. d.
terrificus na proporgéo de 1:5 (inibidor:PLA2) (OLIVEIRA et al., 2008). Por sua vez, ensaios
in vivo utilizando a mesma proporgéo inibidor:PLA, mostraram que esse inibidor foi capaz de
reduzir em torno 65% do edema e 70% da atividade miotoxica causada por Lys49-PLA,. Em
contrapartida, menor acdo foi vista para Asp49-PLA>: reducdo de ~25% do edema e ~35% da
atividade miotoxica causada por essas toxinas (OLIVEIRA et al., 2008). No entanto, ndo houve
reducdo significativa da atividade enzimatica da CB e esta ndo foi avaliada nos estudos in vivo
(OLIVEIRA et al., 2008).

Resultados similares também foram vistos com o BjMIP, um a-PLI de B. jararaca
(SOARES et al., 2003). Soares e colaboradores verificaram que o BjMIP apresenta maior
inibicdo sobre Lys49-PLA> do que sobre Asp49-PLA;. Além disso, BjMIP ndo inibiu acdo
miotoxica da CB. Por sua vez, o rBaltMIP, a versdo recombinante de um a-PLI de B. alternatus,
inibiu de forma semelhante a miotoxicidade e o edema causado pelas Lys49-BthTX-I e Asp49-
BThTX-Il (SANTOS-FILHO et al., 2016). Entretanto, foi utilizada maior proporcdo de
inibidor: 2:1 (inibidor:toxina). Em um estudo anterior, ndo houve diferenca estatistica na
miotoxicidade e edema induzidos por Lys49-BthTX-1 e Asp49-BThTX-IlI na presenca de
rBaltMIP na proporcao 1:5 (inibidor:toxina) (SANTOS-FILHO et al., 2014).

Com relagdo aos y-PLIs, o BoayPLI de Boa constrictor, serpente popularmente
conhecida como jiboia, diminuiu efeitos miotdxicos e edematogénicos de Asp49-PLA: de C. d.
terrificus e Lys49-PLA:> de B. jararacussu (RODRIGUES et al., 2020). A reducéo foi de ~10%
em 30 min de experimentacdo, mas houve maior reducdo na area calculada sob a curva do
grafico. Outro y-PLI, o yBjPLI de B. jararaca, reduziu a atividade enzimética, edematogénica
(~30%) e mionecrotica (~50%) da PLA: de C. d. terrificus (SERINO-SILVA et al., 2018).
Entretanto, nesse estudo também ¢€ observado que o YBjPLI, por si s6, causou um grande volume
de edema assim como o yCdcPLI de C. d. collilineatus (GIMENES et al., 2014), o que ndo
ocorreu com o rCdtPLI2.

Alguns animais fornecidos para o primeiro experimento estavam muito abaixo do peso
e, por isso, foram mantidos por 10 dias no biotério para que crescessem e atingissem um peso

maior. Sendo assim, optou-se por fazer um novo experimento com esses animais (peso médio
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de 26,2 g, variando entre 23-30 g), mas utilizando metade da concentragcdo de CTx-Cdc a fim
de se evitar novas mortes dos camundongos.

A Figura 2.38 mostra os resultados dos primeiros 60 min de experimento. Observa-se
que houve uma pequena reducdo (~7%) durante 30 min iniciais no edema induzido pela CTx-
Cdc quando esta esteve na presenca do inibidor deglicosilado (Figura 2.38). Ja na area sob a
curva, obteve-se uma reducdo de ~17%. Esses resultados indicam a possibilidade do rCdtPLI2
deglicosilado apresentar agcfes in vivo contra a atividade da CTx-Cdc, devendo ainda ser

repetido com um maior nimero de animais visto que foi realizada apenas uma avalia¢do

preliminar.
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Figura 2.38 — Experimentacéo animal 2 da avaliagdo preliminar in vivo da inibicdo do edema causado pela
CTx-Cdc. Para as amostras em que houve incubacdo da toxina com o inibidor, seguiu-se a proporcdo 1:1
(inibidor:toxina). Os resultados foram comparados ao controle positivo de indugdo de edema (6,9x10° pmol de
CTx-Cdc) e estdo expressos como a média + o desvio padrdo, analisados por two-way ANOVA seguido do teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni (*0,05<p<0,01; ****p<0,0001). Abreviagdes: PLI deglic: PLI
deglicosilado pela a-manosidade; PLI glic: PLI glicosilado.

2.4.18 Propagacao do vetor brCdtPLI2_pET-28a(+) para expressdao do CdtPLI2 em E.

coli

Tendo em vista a interferéncia da glicosilacdo na atividade do rCdtPLI2 produzido P.
pastoris, optou-se por expressar o inibidor de PLA2 em outro sistema heterdlogo: a bactéria E.
coli. O inibidor expresso nesse sistema sera chamado de brCdtPLI2 (br = bacterial
recombinant) apenas para diferenciacdo do inibidor produzido em levedura (rCdtPLI12), pois

ambos apresentam a mesma estrutura primaria.
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Aproximadamente 30% dos produtos biofarmacéuticos disponiveis no mercado s&o
provenientes de sistemas bacterianos (OVERTON, 2014). A producdo de proteinas
recombinantes em sistema de expressdo procariético apresenta como grandes vantagens uma
cinética de crescimento muito rapida e um alcance de alta densidade celular nas culturas. Além
disso, meios ricos e complexos podem ser feitos rapidamente a partir de componentes baratos
e a transformac&o das células com o DNA exo6geno € rapida e facil (ROSANO; CECCARELLI,
2014).

O gene codificador do brCdtPLI2 foi clonado no vetor pET-28a(+), dando origem ao
vetor recombinante brCdtPLI2_pET-28a(+), produzido pela empresa GenScript. Como foram
entregues apenas 4 ug do vetor, células competentes de E. coli DH50 foram transformadas
apenas para posterior propagacao e multiplicacdo do plasmideo. O plasmideo foi extraido e o
resultado visualizado atraves de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 2.39).
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Figura 2.39 — Eletroforese em gel de agarose do vetor brCdtPLI12_pET-28a(+) apos propagacéo e extracdo
da E. coli DH5a. A corrida foi realizada sob voltagem constante de 90 V. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) foi usado como padrdo de pares de bases. Abreviacdo: pb: pares de base. Pogos: 1) marcador de pares
de bases; 2) brCdtPLI2_pET-28a(+) (89,8 ng/uL); 3) brCdtPLI2_pET-28a(+) (89,1 ng/uL); 4) brCdtPLI2_pET-
28a(+) (64,8 ng/uL); e 5) brCdtPLI2_pET-28a(+) (68 ng/pL).

No total, foram obtidos ~31 pg de brCdtPLI2 pET-28a(+). O vetor pET-28a(+)
apresenta 5,4 kb. Com a insercéo do gene que codifica o brCdtPLI2 entre os sitios de restricao

das enzimas Ncol e Xhol, o seu tamanho aumentou para 6,2 kb. O vetor brCdtPLI2_pET-28a(+)

apresenta um formato circular fechado e compacto e, por essa razdo, migra de uma forma

Gisele Adriano Wiezel



Capitulo II: Resultados e discussdo 153

diferente na malha do gel e ndo apresenta uma correspondéncia com seu tamanho real (ISHIDO;
ISHIKAWA; HIRANO, 2010), como ja discutido anteriormente para o vetor pPICZaA-
CdtPLI2. Sendo assim, a eletroforese em gel de agarose (Figura 2.39) mostra um excelente
resultado para a extracdo do vetor clonado, mas nao é possivel a estimativa de seu tamanho por

esse gel.

2.4.19 Expresséao e purificacdo do brCdtPLI2 em E. coli BL21(DE3)pLysS

Diferentes linhagens de E. coli podem ser utilizadas na expressdao de proteinas
recombinantes (GOPAL; KUMAR, 2013). A linhagem BL21(DE3) apresenta 0 gene que
codifica a polimerase T7 introduzido no seu genoma e, além disso, foram deletados os genes
Lon e OmpT, que codificam duas proteases que degradam proteinas exogenas a célula (GOPAL,;
KUMAR, 2013). Por sua vez, a linhagem BL21(DE3)pLysS, alem de apresentar os genes
anteriores, apresenta também um plasmideo que codifica a enzima lisozima, inibindo possivel
atividade residual da RNA polimerase T7 e favorecendo um maior controle da expressdo ao
prevenir a expressdo gotejante (do inglés “leaky expression”) (GOPAL; KUMAR, 2013).

Embora a E. coli ndo realize modificacbes pos-traducionais como as realizadas por
leveduras (DALY; HEARN, 2005), esse fato pode representar uma vantagem na expressao do
brCdtPLI2 uma vez que a glicosilacdo realizada pela P. pastoris no rCdtPLI2 interfere em sua
atividade, como ja discutido anteriormente. A inducdo da expressao do brCdtPLI2 em sistema
bacteriano foi realizada em E. coli BL21(DE3)pLysS na presenca de 0,5 mM de IPTG durante
6 h e na temperatura de 18 °C.

Aliquotas do precipitado e do sobrenadante obtidos apo6s a lise celular foram submetidos
a avaliacdo de sua atividade inibitdria frente a atividade enzimatica da CB-Cdc (Figura 2.40).
Grande inibicdo da atividade da CB-Cdc foi vista com ambas as amostras, indicando a presenca
no inibidor. Inicialmente, optou-se por isolar o inibidor do sobrenadante utilizando o0 mesmo
protocolo de purificacdo ja padronizado para o rCdtPLI2: cromatografia de afinidade em resina

de niquel, filtracdo molecular e cromatografia de fase reversa (Figura 2.41).
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Figura 2.40 — Inibicdo da atividade fosfolipasica pela cultura celular de E. coli BL21(DE3)pLysS. A CB-Cdc
foi incubada com o brCdtPLI2 e o substrato NOB em 37 °C. A absorbancia das amostras foi lida em 425 nm, tendo
600 nm como referéncia apds 60 min de incubagdo. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram
comparados ao controle positivo (CB-Cdc) e estdo expressos como a média *+ o desvio padrdo, analisados por
ANOVA seguido do teste de comparagdes maltiplas de Bonferroni (**p<0,01; ***p<0,001).

Na cromatografia de afinidade o inibidor brCdtPLI2 foi eluido com a concentracdo de
100 mM de imidazol (Figura 2.41A) e essa fracdo foi, entdo, submetida a etapa de filtracdo
molecular para retirada do imidazol (Figura 2.41B). A proteina de interesse foi eluida entre 1,5-
3 mL. Os picos de absorbancia em volumes de eluicdo superiores a 4,5 mL correspondem a
saida do imidazol e outros sais que estavam presentes na amostra. Apos a cromatografia de fase
reversa (Figura 2.41C), o brCdtPLI2 foi isolado com sucesso. Todavia, apds a remoc¢do do
solvente, ocorreu a formacdo de agregados insolUveis do brCdtPLI2 ou sua precipitacéo,
fazendo com que a amostra nao ficasse totalmente soldvel quando novamente em solucdo

(dados ndo mostrados).
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Figura 2.41 — Purificacdo do brCdtPLI12. A) Cromatografia de afinidade. SDS-PAGE 13,5% para visualizacdo
do resultado foi realizada sob 90 V. Nos pogos estdo indicadas as concentragcfes de imidazol para cada gradiente.
As bandas de proteinas foram coradas por Coomassie Brilliant Blue G250, mas as imagens dos géis foram
adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas artificialmente pelo
software Image Lab™. B) Filtragdo molecular na coluna HiTrap™ Desalting (5 mL, GE Healthcare) da fracéo
contendo o brCdtPLI2. A coluna foi previamente equilibrada com TFA 0,05% e o inibidor eluido nessa mesma
solucdo. C) Cromatografia de fase reversa da fracdo proveniente da filtragdo molecular (indicada pela seta) e que
foi aplicada na coluna Jupiter® 5p C4 300 A (250 x 4,6 mm, Phenomenex) previamente equilibrada com TFA
0,1%. A eluicdo das fraces seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 0,1%. As etapas B) e C) foram
monitoradas pelo sistema Akta pure (GE Healthcare) em 280 nm. Abreviacdes: E: efluente da cromatografia; P:
precipitado do lisado celular; S: sobrenadante do lisado celular.

Mesmo com a dificil solubilizacdo do brCdtPLI2, sua acdo inibitdria foi avaliada frente
a atividade enzimatica da CB-Cdc (Figura 2.42) e verificou-se que o inibidor foi capaz de
diminuir a atividade da toxina, muito embora fosse esperado uma reducdo mais relevante nessa
atividade. E possivel que o uso de solvente organico (acetonitrila) possa causar mudancas na
estrutura do inibidor, levando ao prejuizo de sua funcao.

A partir dos resultados obtidos anteriormente com o rCdtPLI2, observa-se que a
glicosilacdo realizada pela P. pastoris, embora possa prejudicar sua atividade, tem importancia

fundamental na solubilidade do inibidor, favorecendo o seu processo de purificagdo. A presenca
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de dominios ricos em leucina confere um centro hidrofobico adequado para ligagdes proteina-
proteina (BELLA et al., 2008) que poderiam facilitar a formacao de agregados. Sendo assim,
tem-se uma necessidade de otimizar protocolo de isolamento do brCdtPLI2 para que se evite a
remocdo do solvente na amostra, favorecendo as interacbes proteina-proteina e,

consequentemente, a formacédo de agregados insoluveis.
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Figura 2.42 — Avaliacéo da inibicéo da atividade enzimatica da CB-Cdc pelo brCdtPLI2. A CB-Cdc (1 pg)
foi incubada com o brCdtPLI2 (1 ou 2 pg) e o substrato NOB (500 uM) em 37 °C. A absorbancia das amostras foi
lida em 425 nm, tendo 600 nm como referéncia, apds 120 min de incubacdo. O ensaio foi realizado em triplicata
e 0s resultados foram comparados ao controle positivo (CB-Cdc) e estdo expressos como a média = o desvio
padréo, analisados por ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01).
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O avango das técnicas “Oomicas” tem permitido o estudo de pegonhas animais e sua
producdo. Neste trabalho, foi realizado um estudo aprofundado do venoma da serpente C. d.
terrificus e atestada a importancia da utilizacdo de diferentes bancos de dados para revelar os
componentes produzidos na glandula de peconha. O banco de dados contendo as sequéncias da
andlise transcriptdbmica forneceu uma visdo verdadeiramente integrativa da peconha dessa
serpente. No entanto, essa integracao esta intrinsicamente relacionada a qualidade do banco de
dados. Portanto, o uso de um banco de dados geral pode ajudar a completar algumas lacunas no
proteoma que nao foram cobertos devido a presenca de fragmentos de sequéncias no banco de
dados do transcriptoma. Neste estudo também foi verificado que existe uma grande diversidade
de transcritos relacionados a componentes de pegonha, mas a serpente parece focar sua
producéo, pelo menos em um primeiro momento, aqueles componentes envolvidos na morte de
sua presa (cadeias &cida e bésica da crotoxina). Embora tenha sido revelada a presenca de
muitas classes de toxinas, a grande maioria da peconha (~73% do proteoma) corresponde a
apenas 7 transcritos identificados na biblioteca de cDNA, e 0 uso de técnicas mais sensiveis
permitiu a descricdo de novos componentes em serpentes do género Crotalus.

Ademais, o inibidor de PLA, CdtPLI-2 identificado na glandula de pegonha através da
abordagem transcriptdmica foi expresso com sucesso em dois sistemas heterdlogos: P. pastoris
e E. coli. Sua versdo recombinante produzida em levedura (rCdtPLI2) ndo é reconhecida pelo
soro anticrotalico comercial e apresenta varias glicosilacdes produzidas pela levedura. Estas
glicosilacBes sdo responsaveis pela baixissima atividade apresentada por esse inibidor. Porém,
com a retirada do acucar, o rCdtPLI2 deglicosilado se apresenta como uma molécula promissora
para ser utilizado como um adjuvante na terapia do envenenamento, pois inibe acdes de
diferentes PLA>s de peconhas de serpentes brasileiras de interesse médico. Por outro lado, sua
versdo bacteriana (brCdtPLI2) j& é produzido em sua forma ativa, sem glicosilagcdes, mas seu
isolamento tem se mostrado uma tarefa desafiadora devido a baixa hidrossolubilidade desse
inibidor, embora esse seja um aspecto possivel de ser aperfeicoado futuramente, visando a

aplicacao farmacoldgica desse componente.
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APENDICE - Distribuicao dos transcritos da glandula de peconha de C. d. terrificus seguindo

a classificacdo de ontologia génica (GO)
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ANEXO A — Aprovacdo da etapa de experimentacdo animal para construcdo da biblioteca de
cDNA da glandula de peconha de C. d. terrificus.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO T
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto A ,

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Construgdo da biblioteca de ¢cDNA da
glandula de pegonha da serpente brasileira Crotalus durissus terrificus”, protocolo n°
15.5.256.60.2, sob a responsabilidade de Gisele Adriano Weizel e da Profa. Dra. Eliane
Candiane Arantes, que envolve manutengio e utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto © 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo
Animal (CONCEA), e foi aprovado ad referendum pela Comissao de Etica no Uso de Animais

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) na data de

12/04/2016.
Vigéncia do Projeto Margo/2016 a margo/2018
Espécie/Linhagem Réptil

N° de animais 1

Peso/Idade 300¢g
Sexo Indiferente
Origem Biotério da FMRP

Ribeirdo Preto, 12 de abril de 2016.

% /
Profa. Dra. Ana Patricia Yafsuda Natsui

Presidente da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N° - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — Sp
Comissao de Etica no Uso de Animais — ceua@(fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 — Fax: (16) 33152-4892
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ANEXO B — Aprovacéo do ensaio de atividade antiedematogénica do rCdtPLI2.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
ComissAo DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AUTORIZACAO

Certificamos que a proposta intitulada “Caracterizagdo de um inibidor de
fosfolipase A2 da glandula de pegonha de Crotalus durissus terrificus: um possivel
adjuvante na terapia do enevenenamento’, registrada sob n°® 17.1.126.60.6, sob a
responsabilidade de Gisele Adriano Wiezel e Eliane Candiani Arantes Braga, que envolve
a manutencéo e utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacéo Animal (CONCEA), foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) na
reunido do dia 25/05/2017.

Lembramos da obrigatoriedade de apresentacdo do relatério de
atividades, em modelo da CEUA, para emissdo do certificado, como disposto nas
Resolugdes Normativas do CONCEA.

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagéo 02/06/2017 a 31/01/2021
Espécie/Linhagem/Raca Camundongo heterogénico Swiss

N° de animais 90
Peso/ldade 18-22g
Sexo Macho
Origem Biotério central da PUSP-RP

Ribeirao Preto, 31 de maio de 2017.

Ana Pétricia Yatsuda Natsui

Coordenadora da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirao Preto — SP
Comissao de Etica no Uso de Animais — ceua@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 - Fax: (16) 33152-4892
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