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RESUMO

PINHEIRO-JUNIOR, E. L. Caracterizacio estrutural, funcional e analise da resposta
imune in vivo de uma serinoprotease recombinante de Crotalus durissus collilineatus
modificada por PEGlagdo. 2020. 183 p. Tese de doutorado. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

As serinoproteases de peconhas de serﬁentes (SVSPs) séo enzimas capazes de afetar o sistema
hemostatico humano, dada sua semelhanca com enzimas presentes em suas diferentes vias.
Assim, sdo consideradas promissores agentes terapéuticos, alem de potenciais ferramentas
biotecnolodgicas. A PEGlacéo, processo no qual ha a conjugacéo de polietilenoglicol (PEG) as
proteinas, busca reduzir a imunogenicidade e aumentar a drogabilidade destas biomoléculas in
vivo. Neste contexto, este trabalho objetivou a purificacdo de uma SVSP (collineina-1) da
peconha de Crotalus durissus collilineatus, bem como a expressdo da sua forma recombinante
(rCollineina-1) na levedura Pichia pastoris. Ambas as proteinas foram PEGladas (PEG-
collineina-1 e PEG-rCollineina-1) e as caracteristicas estruturais e funcionais, além da
avaliacdo da resposta imune, foram comparadas entre as quatro formas da enzima. A collineina-
1 foi isolada da peconha bruta através de dois passos cromatograficos em fase reversa, enquanto
a rCollineina-1 foi purificada em trés passos, em colunas de afinidade a ions metalicos
imobilizados (IMACSJe troca catibnica. Em seguida, obteve-se uma populacdo mono-PEGlada
das proteinas. O modelo tedrico da collineina-1 foi obtido utilizando a ferramenta SWISS-
MODEL, revelando que a proteina possui estrutura semelhante a outras SVSPs. A analise de
estabilidade térmica Indicou que todas as formas da proteina apresentam temperaturas de
desenovelamento semelhantes. O pH 5,0 foi a condicdo com menor temperatura de
desenovelamento, enquanto o pH 7,0 se caracteriza como a melhor condicéo para a estabilidade
de todas as formas avaliadas da enzima. Foi observado um aumento significativo no tamanho
das Frotel'nas apos a PEGIlacdo (collineina-1: 4,0+0,4 nm, PEG-collineina-1: 9,9+1,1 nm,
rCollineina-1: 4,9+1,3 nm; PEG-rCollineina-1: 10,7+1,3 nm). Por outro lado, ndo foram
visualizadas mudancas expressivas no contedo de estruturas secundarias das enzimas. O
conteddo de alfa-hélices (7%, 5%, 2%, 15%), folhas beta (31%, 31%, 31%, 22%), giros (21%,
19%, 16%, 17%) e elementos sem conformacdo definida (41%, 45%, 51%, 46%) para a
collineina-1, PEG-collineina-1, rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1, respectivamente,
evidenciam que a PEGlacdo nédo alterou de maneira significativa a conformacéo espacial das
proteinas. A determinacdo dos parametros cinéticos apontou valores de K, semelhantes entre
suas diferentes formas (collineina-1: 0,920+0,079 mM; rCollineina-1: 1,243+0,113 mM; PEG-
collineina-1: 1,317+0,117 mM e PEG-rCollineina-1: 1,440,119 mM). No entanto, a constante
catalitica (kcat) € a constante de especificidade (kca/Km) foram ligeiramente diferentes. A
rCollineina-1 apresentou valores mais elevados destes parametros (Kca=2,934+0,118 st e
Kea/ Km = 2,4+0,115 mM.s?) quando comparados a collineina-1 (kc=0,497+0,017 s? e
Keat/Km=0,5+0,048 mM.s?%), PEG-collineina-1 (Kca=0,502+0,020 s e Kcat/ K;=0,4+0,068 mM.s”
') e PEG-rCollineina-1 (Kca=1,286+0,050 s™ e kcat/Km=0,9+0,084 mM.s™). Estes resultados
indicam que a PEGlacao ndo foi prejudicial a atividade catalitica das formas nativa e
recombinante, corroborando os resultados de degradacdo de fibrinogénio, os quais mostraram
que todas as formas da enzima possuem atividade catalitica sobre esse substrato. Contudo,
observou-se que a inibicdo do canal para potassio hEAGL induzida pelas proteinas nativa e
recombinante PEGIladas foi significativamente menor que a inibicdo causada pelas enzimas
ndo-PEGladas (45,5+13,4% para 8,2+4,7% e 50,3+£6,0% para 5,7+3,7%, respectivamente, a 5
puM). Por outro lado, um aumento de atividade inibitéria no hERGL1 foi observado para a PEG-
collineina-1 e PEG-rCollineina-1, com valores de 1Cso de 22,4+1,1 uM e de 10,0+0,4 uM,
respectivamente. Outras serinoproteases foram testadas em hEAGL e os residuos de
aminoacidos essenciais para a atividade destas enzimas neste canal foram propostos. A auséncia
de citotoxicidade em células PBMC e a inexisténcia de imunogenicidade in vivo avaliada em
camundongos das proteinas PEGladas sdo resultados importantes na busca de uma
aplicabilidade terapéutica. De maneira geral, a PEGlacdo destas proteinas direcionou sua
atividade para o controle da hemostasia, ampliando as perspectivas de serem empregadas como
agentes defibrinogenantes em condicdes patoldgicas como acidente vascular cerebral, trombose
e embolia pulmonar.

Palavras-chave: SVSPs, expressao heterdloga, imunogenicidade, aplicabilidade terapéutica.
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ABSTRACT

PINHEIRO-JUNIOR, E. L. Functional and structural characterization and immune
response evaluation of a recombinant serine protease from Crotalus durissus collilineatus
modified by PEGylation. 2020. 183 p. PhD thesis. School of Pharmaceutical Sciences of
Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Snake venom serinoproteases (SVSPs) are enzymes capable of affecting the human hemostatic
system, given their similarity with enzymes present in its different pathways. Thus, they are
considered promising therapeutic agents, in addition to potential biotechnological tools.
PEGylation, a process in which polyethylene glycol (PEG) is conjugated to proteins, aims to
reduce the immunogenicity and to increase the drugability of these biomolecules in vivo. In this
context, this work aimed the purification of an SVSP (collinein-1) from Crotalus durissus
collilineatus venom, as well as the expression of its recombinant form (rCollinein-1) in Pichia
pastoris system. Both proteins were PEGylated (PEG-collinein-1 and PEG-rCollinein-1) and
the structural and functional characterization, in addition to the evaluation of the immune
response, were compared between the four forms of the enzyme. Collinein-1 was isolated from
the crude venom by two reversed-phase chromatographic steps, while rCollinein-1 was purified
in three steps, in columns of affinity to immobilized metal ions (IMAC) and cation exchange.
Then, a mono-PEGylated population of both proteins was obtained. The modelling of collinein-
1 was obtained using the SWISS-MODEL tool, revealing that the protein has a structure like
other SVSPs. The thermal stability analysis indicated that all forms of the protein have similar
unfolding temperatures. PH 5.0 was the condition with the lowest unfolding temperature, while
pH 7.0 was considered as the best condition for the stability of all forms of the enzyme. A
significant increase in protein size was observed after PEGylation (collinein-1: 4.0+0.4 nm,
PEG-collinein-1: 9,9£1,1 nm, rCollinein-1: 4.9+1.3 nm; PEG-rCollinein-1: 10,7+1,3 nm). On
the other hand, no significant changes were seen in the content of secondary enzyme structures.
The content of alpha-helixes (7%, 5%, 2%, 15%), beta sheets (31%, 31%, 31%, 22%), turns
(21%, 19%, 16%, 17%) and random coil elements (41%, 45%, 51%, 46%) for collinein-1, PEG-
collinein-1, rCollinein-1 and PEG-rCollinein-1, respectively, showed that PEGylation did not
interfere in the protein folding. The determination of kinetic parameters showed similar values
of K between its different forms (collinein-1: 0.920 + 0.079 mM; rCollinein-1: 1.243 + 0.113
mM; PEG-collinein-1: 1.317 £ 0.117 mM and PEG-rCollinein-1: 1.4 £ 0.119 mM). However,
the catalytic constant (kca) and the specificity constant (kca/Km) were slightly different.
rCollinein-1 showed higher values of these parameters (Keat = 2.934 + 0.118 s and Keat/Km =
2.4 +0.115 mM.st) when compared to collinein-1 (Keat = 0.497 + 0.017 s and Keat/Km = 0.5 +
0.048 mM.s ), PEG-collinein-1 (Keat = 0.502 + 0.020 st and Keat / Km = 0.4 + 0.068 mM.s?)
and PEG-rCollinein-1 (Keat = 1.286 * 0.050 s and kca/Km = 0.9 + 0.084 mM.s%). However,
these results indicate that PEGylation was not harmful to the catalytic activity of native and
recombinant forms, corroborating the results of fibrinogen degradation, which showed that all
forms of the enzyme have catalytic activity on this substrate. However, it was observed that the
inhibitory activity of PEGylated proteins was significantly lower in the hREAG1 channel (45.5
+13.4%1t08.2+4.7% and 50.3 + 6.0% t0 5.7 £ 3.7%, at 5 UM, for the native and recombinant
proteins, respectively), while there was an increase in activity in hERG1, with IC50 values of
224 + 1.1 pM and 10.0 £ 0.4 uM for PEG-collinein-1 and PEG-rCollinein-1, respectively.
Other serinoproteases were tested on hEAGL1 and the essential amino acid residues for the
activity of these enzymes in this channel have been proposed. The absence of cytotoxicity in
PBMC cells and the lack of in vivo immunogenicity evaluated in mice of PEGylated proteins
are important results in the quest for therapeutic applicability. Overall, the PEGylation of these
proteins directed their activity towards hemostasis control, broadening their possibilities to be
used as defibrinogenant agents in pathological conditions such as stroke, thrombosis, and
pulmonary embolism.

Keywords: SVSPs, heterologous expression, immunogenicity, therapeutic applicability.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. Especies de serpentes do género Crotalus e suas principais toxinas

As espécies de serpentes peconhentas, presentes na superfamilia Colubroidea, séo
divididas em quatro familias principais: Colubridae, Viperidae, Elapidae e Atractaspidae, com
predominancia de espécies da familia Viperidae no territério brasileiro (LAWSON et al., 2005).
As peconhas das espécies pertencentes a essas familias refletem uma inovacdo marcante em
relacdo as serpentes ndo peconhentas, permitindo a transicdo de um mecanismo de caca
mecanica — constri¢do, para um mecanismo quimico — peconha, viabilizando a captura de presas
maiores que elas mesmas. Deste modo, a peconha destes animais apresenta diversas proteinas
com as mais variadas fungdes, que agem em sinergia, levando a imobilizacdo, paralisacéo,
digestdo e morte de suas vitimas. Nas peconhas de serpentes da familia Viperidae, observa-se
a presenca de proteinas que interferem, principalmente, no sistema hemostatico e reparo
tecidual. Assim, o envenenamento em humanos € geralmente caracterizado por disturbios na
coagulacao, hipofibrinogenemia, além de necrose no local da picada (SANZ et al., 2008).

A familia Viperidae compreende, atualmente, trés subfamilias: Azemiopinae, Viperinae
e Crotalinae. Presente na subfamilia Crotalinae, o género Crotalus apresenta pelo menos 29
espécies. No Brasil, encontra-se somente uma espécie desse género, denominada Crotalus
durissus (Fig. 1), com a presenca de seis subsespécies, sendo C. d. ruruima, C. d. marajoensis,
C. d. terrificus, C. d. cascavella, C. d. trigonicus e C. d. collilineatus (OSHIMA-FRANCO Y,
1998; MURPHY, 2002; UETZ et al., 2016), embora as subespécies C. d. terrificus e C. d.
collilineatus sejam as mais prevalentes (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).
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C. d. marajoensis
C. d. ruruima RO =

C. d. terrificus

T

Figura 1. Distribuicéo das subespécies de Crotalus durissus no territorio brasileiro. Figura
elaborada pelo autor, com base nos dados de Boldrini-Franca et al., 2010 e reptile-database.org.

Proporcionalmente, o acidente crotalico apresenta um grande indice de letalidade
quando comparado aqueles ocasionados por outras serpentes peconhentas no Brasil. A peconha
destes animais € conhecida pela capacidade de dissociar a transmissao neuromuscular, além de
provocar sintomas mialgicos. A neurotoxicidade sistémica é frequentemente acompanhada por
rabdomidlise, causando necrose tubular aguda e faléncia renal, sendo a causa priméaria de morte
decorrida das complica¢des do acidente crotalico (OSHIMA-FRANCO et al., 1999;
CARDOSO, 2003).

A miotoxicidade e neurotoxicidade sistémica sdo principalmente atribuidas a alta
concentracdo da crotoxina. Esta é uma toxina heterodimérica, formada por uma fosfolipase do
tipo A2, que exibe B-neurotoxicidade pré-sinaptica, blogqueando a transmissdo neuromuscular
através da reducdo da liberagdo de acetilcolina, e uma subunidade ndo enzimatica, chamada de
crotoxina A ou crotapotina, responsavel por direcionar o complexo para uma agdo no sistema
nervoso (HABERMANN e BREITHAUPT, 1978; SAMPAIO et al.,, 2010). Esta toxina
representa de 70 a 90% dos componentes presentes na peconha de Crotalus durissus ssp. e é
responsavel por causar 0s principais sintomas do acidente crotalico (BON et al., 1989).

Além da crotoxina, a peconha desta espécie apresenta trés toxinas em proporgdes
relevantes: (1) crotamina, uma toxina mionecroética com conformacao de -defensina, agindo
nos canais para sodio e potassio sensiveis a voltagem (CHANG e TSENG, 1978; PEIGNEUR

et al., 2012), (2) giroxina, uma serinoprotease trombina-simile responsavel por induzir uma
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sindrome neuroldgica em camundongos, denominada sindrome de Barrel, e incoagulabilidade
sanguinea (YONAMINE et al., 2012), e (3) convulxina, que pertence a classe das lectinas tipo-
C e induz a agregacdo plaquetaria e quadros convulsivos (FRANCISCHETTI et al., 1997).
Entretanto, nos estudos de transcriptoma da glandula de C. d. collilineatus, realizados por
Boldrini-Franga e colaboradores (2009; 2010), e estudos protedmicos efetuados por Oliveira e
colaboradores (OLIVEIRA et al., 2019) foram encontradas, em menores proporcdes,
metaloproteases, fatores de crescimento, CRISP (Cysteine-Rich Secretory Proteins)

desintegrinas, fator de crescimento neural, fosfodiesterases, fosfolipase B, entre outras toxinas
(Fig. 2).

Fosfolipases A,; 72%

Crotamina; 20,80%

SVWEGF; 2,10%

CRISP; 1,80%

Serinoproteases; 1,90% . LAAD; 0,50%

Desintegrinas; 0,50%
Lectinas tipo C; 0,10% Metaloproteases; 0,40% esintegrinas; ©,30%

Figura 2. Proporc¢éo relativa de cada grupo de toxinas presente na peconha de C. d.
collilineatus. Figura elaborada pelo autor, com base nos dados de Boldrini-Franca et al., 2010.

1.2. Serinoproteases de peconhas de serpentes e o sistema hemostatico

A hemostasia é um componente critico da preservacdo da estabilidade hemodinamica.
Assim, envolve ndo apenas a formagdo do codgulo sanguineo, mas também sua decorrente
dissolugéo. O ponto final do primeiro processo, que consiste na formacao do codgulo de fibrina,
pode ser alcangcado através de duas vias distintas: intrinseca e extrinseca. Ambas as vias
envolvem uma série de reagOes enzimaticas que terminam na formacdo de trombina,
componente responsavel por clivar o fibrinogénio em sua forma insoluvel, fibrina, alem de
ativar o fator XIllI da coagulacdo, responsavel por promover ligacBes cruzadas entre 0s

monémeros de fibrina. As vias da coagulagdo sdo compostas por zimogénios de
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serinoproteases, nas quais enzimas funcionais ativam umas as outras. O coagulo sanguineo,
formado no local de injdria e hemorragia, € composto pela deposi¢do de fibrina, juntamente
com as plaquetas, a fim de reparar a area danificada nos vasos sanguineos (BRAUD et al., 2000;
OVERBEY et al., 2014).

O fibrinogénio (fator 1) é uma glicoproteina sintetizada pelo figado, presente na
circulagdo sanguinea dos vertebrados, participando do processo de formacdo de codgulos
sanguineos. Este fator consiste de um arranjo de dois pares de trés cadeias polipeptidicas,
denominadas a, B e y, unidas entre si por 29 ligagdes dissulfeto (HALL e SLAYTER, 1959;
JUNG et al., 2003; RIEDEL et al., 2011). E uma molécula soltvel, com massa molecular de
aproximadamente 340 kDa. Estruturalmente, apresenta um carater alongado, com dois nédulos
principais, denominados D e E (Fig. 3). O nddulo central (E) contém as porcGes N-terminais
das seis cadeias. Essas cadeias partem deste nodulo central em dois conjuntos de estruturas com
trés alfa-hélices, conduzindo ao nédulo distal (D). Cada nodulo D contém as porgdes C-
terminais, com enovelamentos independentes, das cadeias Bf e y, denominadas BC e yC,
respectivamente. A porcao C-terminal das cadeias Ao, denominada a, deixa o nédulo D, com
uma curta distancia, como uma quarta cadeia, e se estende ao longo da superficie da proteina,
em direcdo ao nddulo central (LORD, 2007).

Nodulo D Nodulo E

Figura 3. Estrutura tridimensional do fibrinogénio humano. Estrutura cristalografica
renderizada utilizando programa Discovery Studio 4.1 (Accelrys®). Codigo PDB: 3GHG.
Imagem elaborada pelo autor.

A conversdo de fibrinogénio em fibrina ocorre pela clivagem das cadeias Ao e Bf pela
trombina, liberando os fibrinopeptideos A (FpA) e B (FpB), respectivamente. A remocao destes
fibrinopeptideos expde os sitios de polimerizacdo das por¢es N-terminais das cadeias o e B,

chamados de botdes ‘A’ e ‘B’. As novas por¢des N-terminais interagem com sitios de
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polimerizacdo, denominados de cavidades ‘a’ e ‘b’ nas porc¢des yC e BC, formando as interagdes
‘A:a’ e ‘B:b’. Em seguida, a polimerizagao ocorre em duas etapas: (1) formagéo de protofibrilos
de cadeia dupla e (2) agregagao lateral de protofibrilos em fibras (Fig. 4). As interag¢des ‘A:a’
auxiliam na formacéo dos protofibrilos, enquanto ‘B:b’ influenciam na agregac¢ao lateral destas
cadeias. A trombina também catalisa a ativacdo do fator XIII (fator XIII — fator XIIIa), o qual
catalisa a formagao de ligacdes isopeptidicas entre as cadeias y de duas moléculas de fibrina,
formando dimero y-v, e entre as cadeias a, originando a-polimeros. Estes polimeros de ligagdes

cruzadas s@o mais resistentes a fibrindlise do que aqueles que nédo as possuem (LORD, 2007).

A . 17 nm

Ligagdes cruzadas
induzidas pelo
fator XIll

Figura 4. Estrutura e interacfes entre moléculas de fibrinogénio para formacdo do
coagulo de fibrina. (A) Estrutura cristalografica do fibrinogénio (cddigo PDB: 1M1J),
mostrando a regido central E, conectada as regides distais D pelas estruturas denominadas
alBlyl e a2B2y2. (B) e (C) Diagrama esquematico de um protofibril de fibrina mostrando em
(B) a configuragdo em cadeia dupla semi-escalonada e em (C) as interagdes trimodulares entre
as regides E central e D distal, destacando as liga¢Ges cruzadas induzidas pelo fator XIII.
Adaptado de LIM et al., 2008.
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O fibrinogénio e a fibrina fornecem a estrutura de suporte necessaria para que 0 processo
de coagulacdo sanguinea ocorra. Na fase inicial de formacdo do coégulo, o fibrinogénio atua
como uma molécula suporte, mediando a agregacdo plaquetaria. Subsequentemente, o
fibrinogénio € convertido a uma matriz de fibrina, dando forma, consisténcia, flexibilidade e
estabilidade ao coagulo formado (LORD, 2007).

Diversas toxinas presentes em peconhas de serpentes possuem o sistema hemostatico
como alvo, como as metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases do tipo Az, ADPases, 5’-
nucleotidases e L-aminoacido oxidases (KINI, 2011). Estas proteinas apresentam mecanismos
de acdo distintos, podendo ativar, inibir ou modular a atividade de diversos componentes
presentes neste sistema (Fig. 5).

Coagulacdo vila Vil Inativacdo
- TFPL -
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Figura 5: Toxinas de serpentes com agdo sobre o sistema hemostatico. As proteases agem
através da clivagem de fatores especificos (setas em vermelho), enquanto outras toxinas agem
através de interacGes com 0s componentes deste sistema (blocos vermelhos). As caixas em
verde indicam proteases pré-coagulantes. As caixas vermelhas referem-se as proteases
anticoagulantes e proteases que afetam a fibrinélise. Caixas azuis indicam fosfolipases Az,
enguanto as caixas amarelas indicam proteinas sem acdo enzimatica. Adaptado de KINI (2011).

Ernesto Lopes Pinheiro Janior



Introducdo e revisdo de literatura |30

As peconhas de serpentes das subfamilias Viperinae e Crotalinae possuem um grande
namero de proteinas e peptideos que apresentam a capacidade de afetar o sistema hemostatico
de suas presas. Estes compostos sdo classificados como coagulantes, anticoagulantes ou fatores
fibrinoliticos. O quadro de envenenamento por estas serpentes muitas vezes resulta em
hemorragia persistente, uma vez que os componentes da pegonha causam deplecdo acentuada
de fibrinogénio e outros fatores de coagulacéo, impedindo a formacéo do coagulo sanguineo
(BRAUD et al., 2000; SERRANO e MAROUN, 2005).

As serinoproteases de peconhas de serpentes (SVSPs — Snake Venom Serine Proteases)
pertencem a um grupo de proteinas chamadas peptidases, consistindo em uma das principais
classes de proteinas que atuam no sistema hemostético durante o quadro de envenenamento.
No geral, as SVSPs afetam as vias presentes nos mecanismos de controle da hemostasia,
ativando ou inativando, especificamente, componentes do sangue envolvidos na coagulacéo,
fibrindlise, agregacdo plaquetaria e sistema calicreina-cinina (HALFON e CRAIK, 1998;
SERRANO e MAROUN, 2005).

Com relacdo ao seu sitio ativo, as SVSPs possuem a triade catalitica similar a todas as
serinoproteases (Fig. 6), e a numeracdo dos residuos do sitio catalitico foi determinada de
acordo com a sequéncia de aminoacidos da tripsina. O residuo de serina, na posi¢do 195, atua
como nucledfilo, a histidina 57 tem o papel de aceptor/doador de prétons, enquanto a asparagina
102 age como indutor eletronegativo (PRADNIWAT e ROJNUCKARIN, 2014). A reacdo,
ilustrada na figura 6, apresenta oito passos: (1) abstracdo do préton da cadeia lateral do residuo
de serina, ocasionando em um ataque nucleofilico a ligacdo peptidica do substrato; (2) formacéo
do intermediario tetraédrico; (3) formacdo de acil-enzima; (4) remocdo do componente amina
da enzima (metabolizado pelo organismo) e ligacdo a serina, completando o primeiro estagio
(acilacdo da enzima), resultando no primeiro produto da reacdo; (5) uma molécula de agua é
adicionada no local onde estava a regido N-terminal. A histidina desprotona a agua para formar
um anion hidréxido, o qual ataca o carbono do lado carboxi e desestabiliza o intermediério acil;
(6) uma molécula de dgua é desprotonada por catalise acido-base, gerando um ion de hidroxido
fortemente nucleofilico, que ataca a ligacdo éster da acilenzima, gerando um segundo
intermediario tetraédrico; (7) e (8) representam o rearranjo molecular do segundo produto,

causando sua liberacéo e reconstrucédo do sitio ativo da enzima (BERG et al., 2002).
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Figura 6. Mecanismo de acdo das serinoproteases, ilustrando os oito passos do mecanismo
de catalise. Adaptado de BERG et al., 2002.

As enzimas trombina-simile (TLEs — Thrombin-like enzymes) sdo serinoproteases
presentes em peconhas de serpentes e possuem atividade proteolitica sobre o fibrinogénio.
Similar a producéo de fibrina pela trombina endogena, as TLEs liberam fibrinopeptideos pela
clivagem da ligagdo Arg-Lys nas cadeias a e 3 do fibrinogénio. Entretanto, enquanto a trombina
é capaz de clivar o fibrinogénio em ambas as cadeias, liberando tanto o fibrinopeptideo A,
quanto fibrinopeptideo B, as TLEs clivam, preferencialmente, apenas uma destas cadeias
(PRADNIWAT e ROINUCKARIN, 2014).

De acordo com a agao seletiva destas enzimas nas cadeias o e 3, as TLES podem ser
classificadas em trés classes: A, agindo preferencialmente sobre a cadeia a; B, atuando
preferencialmente na cadeia 3; ou AB, agindo indistintamente nas duas cadeias. A maioria das
TLEs de peconhas de serpente é classificada na classe A. Contudo, uma TLE pertencente a
classe B foi encontrada na peconha de Agkistrodon contortrix contortrix, denominada
contortrixobina (AMICONI et al., 2000). TLEs da classe AB também foram purificadas da
peconhade A. bilineatus (KOMORI et al., 1993) e A. blomhoffii brevicaudus (LEE et al., 1999).

Todavia, a grande maioria das TLEs néo é capaz de ativar o Fator XIII, responsavel por
formar as ligacOes cruzadas entre os monémeros de fibrina. Desta maneira, origina-se apenas

um coagulo frouxo, facilmente degradado pelo sistema fibrinolitico do organismo
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(MACKESSY, 2010; PRADNIWAT e ROINUCKARIN, 2014). Dadas estas caracteristicas
Unicas, as TLEs possuem potencial para serem aplicadas como agentes terapéuticos em
distdrbios trombdticos, como trombose de vasos profundos ou acidente vascular encefalico

isquémico, além de outras possiveis aplicactes (Fig. 7).

Possiveis
aplicagoes
antitumorais

Acidente
vascular Trombose
encefalico

Embolia
pulmonar.

Cicatrizagcao
de feridas

Figura 7. Possiveis aplicactes terapéuticas das TLEs. Imagem elaborada pelo autor.

1.3.Toxinas animais e canais idnicos

Os canais i6nicos desempenham funcdes cruciais na geragdo de potenciais de agéo e,
consequentemente, em outras atividades celulares, como transducéo de sinal, liberagdo de
neurotransmissores, contragdo muscular, secrecao de hormonios, mobilidade celular e apoptose
(KIM, 2014; IMBRICI et al., 2016). Tais estruturas constituem o terceiro maior grupo de
moléculas de sinalizacdo codificadas pelo genoma humano (WULFF et al., 2009). Neste
contexto, houve um aumento expressivo envolvendo o estudo destas proteinas e seus
respectivos mecanismos, sendo que grande parte do conhecimento adquirido, envolvendo a
identificacdo, caracterizacao estrutural e funcional, bem como sua distribui¢do nos organismos,
foi feita com o auxilio de neurotoxinas. Além disso, o uso dessas toxinas também contribuiu na
caracterizagdo de canais idnicos envolvidos em processos fisiopatologicos, como cancer,
doencas autoimunes, mal de Parkinson e Alzheimer, esclerose multipla, entre outros (IMBRICI
et al., 2016; CARBONE e MORI, 2020).

O fendmeno da excitabilidade elétrica é uma das propriedades mais significativas e

inatas dos neurbnios. Como a maioria das células eucarioticas, 0s neurénios mantém um
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gradiente idnico em sua membrana, de modo que o liquido intracelular contenha uma alta
concentracdo de ions de potassio e baixa concentracdo de ions de sodio e célcio em relagdo ao
liquido extracelular. Esses gradientes sao mantidos pela acdo de bombas de ions dependentes
de ATP, especificas para Na*, K* e Ca?*, que permitem a passagem de ions especificos e,
portanto, carga elétrica (CATTERALL, 1984; JENTSCH et al., 2004).

Assim como outros tipos de proteinas, os canais idnicos apresentam partes méveis que
executam funcbes diferentes. Primariamente, essas proteinas possuem um poro aquoso e
seletivo de ions que atravessa a membrana plasmatica. Existem diferentes mecanismos para
abrir, fechar ou inativar este poro, em resposta a diferentes estimulos bioldgicos, como alteracdo
na tensdo da membrana, interacdo de um ligante ou modificagdes pds-traducionais, como a
fosforilacdo (YELLEN, 1998; JENTSCH et al., 2004). Essas mudancas permitem a rapida
entrada ou saida de ions especificos em favor de seu gradiente eletroquimico, resultando na
hiperpolarizagcdo ou despolarizagdo da membrana (CATTERALL, 1984). A capacidade de
modulacdo de canais especificos por determinados tipos de toxinas animais despertou grande
interesse cientifico, visando a caracterizacdo dessas proteinas, uma vez que elas podem ser
consideradas como prototipos para o desenvolvimento de novos medicamentos com potencial
uso terapéutico (LEWIS e GARCIA, 2003; WULFF et al., 2009; COLOGNA et al., 2012).

Neste contexto, toxinas animais desempenharam um papel importante no estudo de
canais ionicos, desde o inicio dos trabalhos sobre os principios basicos que regem seu
funcionamento (KOZLOV, 2017). Tipicamente, as toxinas podem interferir no funcionamento
de canais idnicos dependentes de voltagem através de dois mecanismos distintos: (1) bloqueio
da regido do poro do canal, inibindo o fluxo de ions por ligacdo a parte externa ou no interior
do poro condutor de ions; (2) modulacdo de abertura do poro, interagindo em um sitio especifico
da estrutura, alterando sua conformacéo durante a abertura ou inativacdo (KALIA et al., 2015).

Grande parte do conhecimento gerado sobre as propriedades de canais idnicos em
membranas plasmaticas foram obtidos utilizando a técnica de “voltage clamp”. Em termos
gerais, este método permite a leitura do fluxo de ions em uma membrana na forma de corrente
elétrica, enquanto o potencial da membrana é mantido sob controle experimental com um
amplificador de realimentagdo. Este método foi primeiramente desenvolvido por Cole (COLE,
1949) e Hodgking e colaboradores (HODGKIN et al., 1952), para uso em axonio gigante de
lulas. Desde entdo, diferentes desdobramentos desta técnica foram desenvolvidos e a sua

aplicacdo foi estendida para uma grande gama de tecidos e culturas celulares.
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1.3.1. Canais para sodio dependentes de voltagem

Os canais para sodio dependentes voltagem (Navs) foram descobertos por Hodgkin e
Huxley em 1952, durantes estudos a conducdo elétrica em axonios de lulas gigantes
(HODGKIN e HUXLEY, 1952). Tais estruturas compreendem proteinas transmembrana
responsaveis pelo aumento, dependente de voltagem, na permeabilidade do sédio celular,
iniciando potenciais de acdo em células excitdveis (CLAIRFEUILLE et al.,, 2016;
CARNEVALE e KLEIN, 2017). Seu papel na transmissdo de impulsos nervosos é tao
importante que seu aparecimento é considerado como um dos fatores-chave que sustentaram o
desenvolvimento do sistema nervoso (KASIMOVA et al., 2016). Até o momento, nove
isoformas destes canais foram identificadas em células de mamiferos, nomeadas de Navl.1 a
Navl1.9, apresentando mais de 50% de identidade entre suas sequéncias de aminoacidos.
Recentemente, foi descoberta uma nova familia de canais, denominada Nav2. Entretanto, pouco
se sabe, até 0 momento, sobre suas func¢bes no organismo (WATANABE et al., 2000; FUX et
al., 2018).

As isoformas de Nav sdo diferenciadas pela sua localizacdo no sistema nervoso e
também pelos seus padrdes de expressdo em diferentes tecidos (GOLDIN, 2001; LUIZ e
WOOD, 2016; ZAKLYAZMINSKAYA e DZEMESHKEVICH, 2016). As isoformas Nav1.1,
1.2 e 1.3 séo expressas no sistema nervoso central (SNC), enquanto Nav1.4 e 1.5 sdo abundantes
na musculatura cardiaca e esquelética, respectivamente. A isoforma Nav1.6 é expressa no SNC
e no sistema nervoso periférico (SNP), ao passo que Navl.7, 1.8 e 1.9 tem sua expressao
majoritariamente restrita no SNP (DE LERA RUIZ e KRAUS, 2015).

Além de sua presenca em células excitaveis, varios subtipos de Navs sdo expressos em
células ndo excitaveis, como macrofagos, células cancerigenas, astrocitos e microglia. Eles
podem desempenhar papeis diferentes nestes tipos de células, como a regulacdo de sua
motilidade, liberacdo de moléculas bioativas, atividade de Na'/K*-ATPase, fagocitose e
atividade metastatica (DEUIS et al., 2017). Deste modo, essas caracteristicas os transformam
em importantes alvos moleculares, buscando o desenvolvimento de novas terapias para
controlar determinadas condicdes patologicas (LIU et al., 2019).

Estruturalmente, os Navs consistem em um poro aquoso, formado por uma subunidade
alfa, com aproximadamente 250 kDa, que pode ser associada a subunidades beta auxiliares (B1,
B2 ou B3) (CATTERALL, 2000). A subunidade alfa é composta por quatro dominios

homologos ligados covalentemente (I-1V), com seis segmentos transmembrana cada (S1-S6).
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O segmento S4 é carregado positivamente, apresentando residuos de lisina, arginina e histidina,
atuando como um sensor de tensdo para a ativacao do canal (Fig. 8). A inativacdo é mediada
por uma alca intracelular que conecta os dominios Il e IV (CESTELE e CATTERALL, 2000).
Sdo conhecidos seis sitios diferentes que atuam como receptores nestas estruturas. As interacoes
de toxinas com estes sitios especificos podem causar alteragdes importantes nas funcGes
desempenhadas por esses canais em determinado processo fisioldgico (STEVENS et al., 2011).

Dominio 1 (DI) Dominio 2 (DII) Dominio 3 (DIlI) Dominio 4 (DIV)
Dominio Dominio Dominio Dominio
formador do formador do formador do formador do
poro poro poro poro
\J
N ‘
’ |

P = P-loops f
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J Portdo de

\\,,,,/ inativagao c

Figura 8. Topologia das subunidades o do canal Nav humano. Essas proteinas consistem
em quatro dominios homologos DI (verde), DIl (rosa), DIl (azul) e DIV (amarelo) conectados
por alcas intracelulares. Cada dominio contém seis segmentos helicoidais transmembranares
(S1-S6). Os segmentos S1-S4 formam o dominio sensivel & voltagem (VSD, voltage sensor
domain). Os sinais positivos em S4 representam o dominio sensivel a voltagem com carga
positiva (contendo residuos de lisina, arginina e histidina). O movimento do segmento S6 leva
a abertura do canal em resposta a despolarizagdo da membrana. Os segmentos S5, S6 e 0s poros-
loops de conexdo (loops-P) formam o poro do canal. O loop intracelular que liga DIIIS6 e
DIVS1 funciona como uma porta de inativacdo, fechando o poro do canal durante a inativacao
rapida. Adaptado de Ruiz e Kraus (2015).

Os canais para sodio dependentes de voltagem sdo alvos moleculares para uma ampla
gama de neurotoxinas, como a tetrodotoxina (TTX), saxitoxina (STX) e batracotoxina (BTX),
assim como peptideos isolados das peconhas de escorpifes, aranhas, anémonas do mar e
caracois. Essas toxinas interagem com pelo menos seis sitios ja caracterizados em canais
ibnicos, denominados de 1 a 6, e podem inibir diretamente o poro do canal ou modular os seus
mecanismos de abertura e fechamento (CESTELE e CATTERALL, 2000).

O alto grau de homologia entre as sequéncias de aminoacidos das diferentes isoformas

de Navs dificulta o processo de busca de ligantes que sejam seletivos para um subtipo
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especifico. Todos os subtipos de Navs caracterizados até o momento podem ser classificados
quanto a sua sensibilidade a neurotoxina TTX. As isoformas Nav1.1-1.4, Nav1.6 e Nav1.7 sdo
inibidas por concentracdes na faixa de nanomolar de TTX, sendo classificadas como sensiveis
a TTX. Por outro lado, as isoformas Nav1.5, Nav1.8 e Nav1.9 sdo inibidas por concentracfes
na faixa de micromolar de TTX, classificadas, assim, como resistentes a TTX (DE LERA RUIZ
e KRAUS, 2015).

Devido a extensas pesquisas e descobertas importantes no contexto dos Navs,
compreendendo sua caracterizacdo estrutural e funcional, sabe-se que estas estruturas estdo
envolvidas em uma variedade de disturbios e patologias, como dor, desordens neuromusculares,
epilepsia, doencas cardiovasculares, diabetes, cancer, disfuncdo cognitiva, entre outros
(CATTERALL etal., 2020). Notavelmente, processos patofisioldgicos ligados a dor emergiram
como uma indicacdo terapéutica promissora para os inibidores de Navs, com destaque para o
Nav1.7 para o tratamento de dor cronica (GASKIN e RICHARD, 2012; WULFF et al., 2019).
Entretanto, sdo necessarios grandes investimentos na area de pesquisa e desenvolvimento de
novos medicamentos seletivos para determinadas isoformas destas estruturas, a fim de

desenvolver terapias inovadoras para doencas e disturbios especificos.

1.3.2. Canais para potassio dependentes de voltagem

O fluxo de ions de potassio (K*) através de membranas celulares é um processo
fisioldgico essencial para diversas funcdes bioldgicas, como regulacdo da pressao arterial,
imunidade, liberacdo de neurotransmissores e conducao nervosa, contragdo muscular, secrecao
de horménios, regulacdo do volume intracelular, crescimento e diferenciagdo celular, entre
outros (MOUHAT et al., 2008; WULFF et al., 2009). Atualmente, sabe-se que o genoma
humano codifica aproximadamente 40 genes de canais para potassio dependentes de voltagem
(Kvs). Desta maneira, estes canais tornam-se alvos interessantes para o desenvolvimento de
novos medicamentos para o tratamento de diversos disturbios, como cancer, doencas
autoimunes, além de anomalias metabdlicas, neuroldgicas e cardiovasculares (NORTON e
CHANDY, 2017).

Esses canais séo distribuidos em 12 subfamilias, denominadas Kv1 a Kv12, de acordo
com a homologia de sua sequéncia de aminoacidos (GUTMAN et al., 2005). Essas subfamilias
compartilham similaridades estruturais, apresentando tetrametros de subunidades alfa, que se

juntam para formar complexos homo ou heterodiméricos. Cada subunidade alfa apresenta seis
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segmentos transmembrana, denominados S1 a S6, e uma alc¢a altamente conservada (P), situada
entre os segmentos S5 e S6 (CATTERALL et al., 2007).

Todos esses canais estdo distribuidos ao longo do organismo humano, variando sua
expressao de acordo com sua localizagdo. Membros da familia dos canais Kv1.x (Shaker) sdo
encontrados no cérebro (Kv1.1-1.4, Kv1.6 e Kv1.8), sistema nervoso (Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.4-
1.8), masculo esquelético (Kv1.1, Kv1.4, Kv1.7 e Kv1.8), musculatura lisa (Kv1.2 e Kv1.5),
pancreas (Kv1.1-1.3), pulmédo (Kv1.3-1.7), placenta (Kv1.7), rim (Kv1l.5 e Kv1.8), retina
(Kvl.1 e Kv1.2), colon (Kv1.5 e Kv1.6), assim como células hematopoiéticas, linfocitos e
osteoclastos (Kv1.3) (HUMPHRIES e DART, 2015).

A familia Shab compreende os Kv2.1 e Kv2.2, presentes no cérebro, coracao, rim,
musculatura esquelética, pulmdo, retina e pancreas. A familia Shaw é composta pelos Kv3.1-
3.4. Todas as isoformas desta familia sdo encontradas no cérebro, embora algumas também
estejam presentes na musculatura esquelética (Kv3.1 e Kv3.4), pancreas (Kv3.2 e Kv3.4),
figado (Kv3.3), baco e linfocitos (Kv3.1) (RUDY e MCBAIN, 2001). A familia Shal,
representada pelos canais Kv4.1-4.3, é essencialmente encontrada no cérebro, coracao,
musculatura lisa e neurbnios. Os canais do tipo KQT compreendem os Kv7.1-7.5. Sao
majoritariamente encontrados no coragdo, pancreas, sistema auditivo, rim, pulmao, colon e
placenta (Kv7.1), ganglios simpaticos e cérebro (Kv7.2) e cérebro, testiculos e olhos (Kv7.3).
O Kv7.4 é encontrado no sistema auditivo, enquanto o Kv7.5 é expresso no cérebro, ganglios
simpaticos e musculatura esquelética (MOUHAT et al., 2008). Por fim, temos a familia EAG
(ether-a-go-go), composta pelos Kv10.x, Kv11l.x e Kv12.x, discutidos em detalhes no item
1.3.3.

Canais para potéassio desempenham papeis fundamentais no desenvolvimento de
diversas patologias humanas. MutacGes em genes que codificam tais estruturas levam a
distdrbios no SNC e SNP, sistema cardiaco, imune, circulatorio, etc. (TIAN et al., 2014).
Pesquisas recentes relacionam diversas patologias com o mal funcionamento destas estruturas,
como ataxias episodicas, convulsdes no periodo neonatal, doenca de Alzheimer e Parkinson,
sindrome de QT longo congénita, diabetes tipo Il, entre outros (SHIEH et al., 2000).

Em termos de caracterizacao funcional, esses canais apresentam dois dominios distintos:
(1) um sitio sensivel a voltagem, compreendendo os segmentos transmembrana S1 a S4, o qual
contém aminoéacidos carregados positivamente e (2) um sitio condutor do poro, formado pelos
segmentos S5 e S6, além do loop P (Fig. 9) (CATTERALL, 1995; CHOE, 2002). O modelo

proposto para elucidar os mecanismos de abertura e fechamento destes canais considera que o
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dominio C-terminal do segmento S3 e o segmento S4 formam um arranjo “paddle-/ike”,
responsavel pelos movimentos de abertura e fechamento destas estruturas (DOYLE et al.,
1998).

el 111
s

COOH

Figura 9. Estrutura genérica de um canal para potassio sensivel a voltagem. As estruturas
marcadas em laranja demonstram o dominio transmembrana da proteina, enquanto o0s
segmentos em azul ilustram outras regides do canal idnico. Os sinais positivos em S4
representam o dominio sensivel a voltagem com carga positiva. Reproduzido de Choe, 2002.

Os canais para potassio sdo altamente permeaveis a esses ions devido ao filtro de
seletividade presente na regido do poro. Esta é a parte mais estreita do canal e possui uma
sequéncia de amino&cidos altamente conservada: TVGYGD (BERNECHE e ROUX, 2005). Os
ions de potassio s6 podem passar por esse filtro quando liberam moléculas de adgua da sua
camada de solvatacdo, o0 que resulta em perda de energia. Os ions compensam essa perda
energética ligando-se aos grupos carbonila da tirosina e glicina presentes no filtro de
seletividade (Fig. 10). Somente no momento em que essa interacdo compensa a perda de energia
gue ocorreu quando as moléculas de agua foram removidas, o ion potassio passa através do
canal (KUANG et al., 2015).

O raio de um ion sddio apresenta menor tamanho quando comparado a um ion de
potassio. Devido ao tamanho menor, a interacdo entre o sédio e o filtro de seletividade & menos
favorecida (Fig. 10), ndo compensando a energia perdida pela liberagcdo das moléculas de 4gua

(KUANG et al., 2015). Consequentemente, ndo € vantajoso energeticamente que um ion de
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sodio passe através de um canal para potassio. Isso torna o canal de potassio 10.000 vezes mais
permeavel para os ions K* do que para os ions Na* (BERNECHE e ROUX, 2005).

ion hidratado Filtro de seletividade do canal idnico

Figura 10. Interacdo dos ions potéassio e sodio com grupos carbonila ou carboxila no filtro
de seletividade de um canal para potassio. Devido ao tamanho menor do ion sodio, a
interacdo é suboOtima, o que torna o canal mais permeavel aos ions potassio. Adaptado de
Stravos et al. (2014).

Ap0s os ions potassio se ligarem aos grupos carbonila no filtro de seletividade, eles
precisam se dissociar desse local de ligacdo para que possam atravessar o canal. Essa
dissociacdo ocorre pois 0s ions potassio comecam a se repelir, através de forcas eletrostaticas.
Existem trés locais de ligagdo para ions potassio no poro, localizados proximos um do outro.
Devido a repulsdo eletrostatica, os ions deixam seu local de ligacdo e passam pela regido dos
poros (BERNECHE e ROUX, 2005).

Toxinas capazes de agir em Kvs geralmente se ligam na regido do poro ou no dominio
sensivel a voltagem. As toxinas bloqueadoras e moduladoras de canais para potassio tiveram
um importante papel no estudo destas estruturas, uma vez que permitiram a identificacdo e
caracterizagdo de novas subclasses de canais, além de auxiliarem no estudo da estequiometria
das subunidades que formam tais estruturas (KALIA et al., 2015). A maioria das toxinas
conhecidas atuantes nos canais para potassio dependentes de voltagem é encontrada nas
peconhas de escorpides, aranhas e anémonas. Por outro lado, as toxinas de peconhas de serpente

ainda sdo pouco estudadas quanto ao seu potencial de agdo em canais i0nicos.
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1.3.3. Collineina-1 e o canal para potéssio hEAG1

A familia de canais para potassio dependentes de voltagem denominada ether-a-go-go
compreende as subfamilias EAG (Kv10), gene relacionado a EAG (ERG, Kv11) e EAG-simile
(ELK, Kv12), e sdo codificadas pela familia de genes KCNH. A conformag&o tridimensional
do canal EAG1 (WHICHER e MACKINNON, 2016) e do ERG1 (WANG e MACKINNON,
2017) foram publicadas recentemente. Estas caracteriza¢cGes mostraram novas percepcdes sobre
os seus diferentes dominios estruturais e evidenciaram diferencas funcionais em relacdo a
familia dos canais Shaker-simile (Kv1.x a Kv4.x) (BAUER e SCHWARZ, 2018).

Assim como todos 0s canais para potassio dependentes de voltagem, os canais EAG séo
compostos por quatro subunidades, com seis segmentos transmembrana cada (S1-S6), que
formam o dominio sensivel a voltagem (VSD, voltage sensor domain), nos segmentos S1 a S4,
e 0 dominio do poro, que compreende os dominios S5 e S6. Quando comparados aos canais
Shaker-simile, os canais da familia EAG exibem algumas diferencas em suas caracteristicas. O
seu filtro de seletividade apresenta uma sequéncia propria desta familia (TVGFGN), ao invés
da sequéncia classica de Kvs (TVGYGD). Entretanto, esta diferenca aparenta ndo ter influéncia
nas dimensdes do filtro de seletividade e, portanto, ndo altera a seletividade destes canais ao
potassio (WANG e MACKINNON, 2017).

Nos canais do tipo Shaker, a ligacdo dos dominios S4-S5 é uma longa hélice composta
por 15 residuos. Acredita-se que esta hélice funcione como uma espécie de alavanca,
transferindo os movimentos do dominio sensivel a voltagem para o portéo de ativacao do canal.
Esta estrutura esta localizada no dominio do poro das subunidades vizinhas, caracteristica
denominada “domain swapped” (LONG et al., 2005). Por outro lado, os canais da familia EAG
ndo apresentam o motivo PRO-x-PRO no segmento S6 e a ligacdo dos dominios S4-S5 é um
pequeno loop nédo helicoidal, constituido por cinco residuos que, por conta do seu tamanho
reduzido, ndo sdo do tipo “domain swapped” (LORINCZI et al., 2015).

Recentemente foi relatado que algumas SVSPs, particularmente a collineina-1, sdo
capazes de inibir o canal para potassio hEAG1. Estudos de mutacdo sitio-dirigida foram
conduzidos e mostraram que a inibicdo deste canal idnico é independente da sua atividade
enzimatica. Através de estudos de modelagem e docking molecular, sugeriu-se que a collineina-
1 ancora-se no hEAG1, de modo reversivel, através de diversas interacbes com diferentes
residuos de aminoacidos do canal. No total, 20 residuos da collineina-1 fazem ligacGes de

hidrogénio com 23 residuos de diferentes subunidades do canal, além de 17 interacdes
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hidrofobicas, (Fig. 11), revelando uma forte interface de interacdo entre as estruturas. Esta
interacdo é evidenciada pelos baixos valores de ICso apresentados pela collineina-1 nativa (4,2
+ 0,5 uM), recombinante (2,5 £ 0,3 uM) e mutante (4,3 £ 0,8 uM) (BOLDRINI-FRANCA et
al., 2020).

Figura 11. Docking molecular entre a collineina-1 e o canal ibnico hEAGL. Visualizacdo
lateral das estruturas, validada por ensaios de dindmica molecular. O painel ampliado a
esquerda mostra o blogueio do poro condutor de ions do canal pelo residuo R79 da collineina-
1, enquanto o da direita destaca as ligacdes de hidrogénio entre o residuo R79 da collineina-1 e
os residuos de Glicina 536 das subunidades ‘A’ e ‘B’ do canal i6nico. Os painéis de (A) a (D)
enfatizam as interfaces de interacdo entre a collineina-1 e as diferentes subunidades do hEAGL.
Imagem elaborada pelo autor.
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O docking molecular proposto revelou um farmaco6foro que compreende um residuo de
arginina (R79) na estrutura da collineina-1, cuja cadeia lateral faz ligacGes de hidrogénio com
os residuos de glicina (G536) de duas subunidades do canal idnico. O residuo R79 projeta-se
do loop 99 da collineina-1, que circunda a entrada do sitio ativo da enzima. Através desta
interacdo, hd uma obstrucdo do poro do hEAG1, impedindo a passagem de ions (Fig. 12). O
modelo proposto de bloqueio do poro do canal corrobora os dados eletrofisioldgicos obtidos,
0S quais mostraram que nao ha um desvio significativo da curva de ativacdo dependente de

voltagem do canal.

Vista superior Vista inferior

Figura 12. Vista superior e inferior do docking molecular proposto entre a collineina-1 e
0 hEAGL. Os painéis ampliados de cada estrutura mostram o bloqueio do filtro de seletividade
do hEAGL1 pelo residuo R79 da collineina-1. Os painéis A e B representam, em uma vista
superior, o filtro de seletividade na presenca e na auséncia de collineina-1, respectivamente. Os
painéis C e D representam, em uma vista inferior, o filtro de seletividade na presenca e na
auséncia de collineina-1, respectivamente. A colineina-1 é representada pela estrutura em verde
e o canal hEAGL é representado pela estrutura em rosa. O ion de potassio é representado como
uma esfera azul. Imagem elaborada pelo autor.
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No contexto do potencial antitumoral da collineina-1, foi avaliada a dose-resposta de
citotoxicidade em duas linhagens celulares cancerigenas (hepatocarcinoma celular, HepG2, e
adenocarcinoma mamario, MCF7) e uma linhagem ndo tumoral (célula epitelial maméria,
MCF10A) (Fig. 13). A collineina-1 ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das
concentracdes testadas para as linhagens celulares HepG2 e MCF10A. Por outro lado, na
linhagem tumoral MCF7, as concentracfes de 2 a 8 uM reduziram, de modo significativo, a
viabilidade celular, embora nao tenha sido observado um padrdo de dose-resposta nesta

atividade.
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Fig. 13. Viabilidade celular das linhagens celulares MCF10A (A), MCF7 (B) e HepG2 (C),
avaliada por MTT ap6s o tratamento com diferentes concentragdes de collineina-1.
Resultados expressos pela média = DP para trés experimentos independentes (n = 3). Controle
negativo: PBS; controle positivo: cisplatina. (****) p<0,0001, em relagdo ao controle negativo
(ANOVA, seguido pelo teste de Tukey). Imagem elaborada pelo autor.

A superexpressao de canais pertencentes a superfamilia EAG foi demonstrada em cerca
de 80% dos canceres de mama (WALLACE et al., 2011). Na linha celular tumoral MCF7, os
canais hEAGL1 estdo envolvidos no aumento da proliferacdo e na progressao do ciclo celular
(ROY et al., 2008). Por outro lado, a expressdo de hEAG1 em células de carcinoma
hepatocelular (HepG2) parece estar limitada aos estagios iniciais do desenvolvimento
neoplasico, embora o papel preciso dos canais de hEAGL nessa linha de tumor nao foi
completamente elucidado (CHAVEZ-LOPEZ et al., 2015). Uma vez que a collineina-1 foi
capaz de reduzir a viabilidade das células tumorais MCF7, é possivel sugerir que o efeito
antitumoral da toxina possa estar relacionado & inibicdo dos canais hEAGL1 nessa linha tumoral.
No entanto, os mecanismos antitumorais da collineina-1, bem como seus efeitos na
proliferacdo, apoptose e ciclo celular, ainda precisam ser investigados de forma mais

abrangente.
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Diversos estudos na literatura relataram a expressdo exacerbada de canais i6nicos
pertencentes a familia EAG, particularmente hEAG1 e hERG1, em diferentes células
neoplasicas. Estes canais desempenham papéis fundamentais na progressao tumoral,
envolvidos em mecanismos de controle de volume celular, proliferacdo, migracao e apoptose
(CAZARES-ORDONEZ e PARDO, 2017; HE et al., 2020). A superexpressdo de hEAG1 e
hERG1 em celulas cancerigenas tem aumentado o interesse da comunidade cientifica na
possivel aplicacdo destas estruturas como marcadores tumorais, fatores de progndéstico e/ou

alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novas terapias contra o cancer.

1.4. Expressdo de toxinas animais em sistema heterélogo

Os primeiros tratamentos biofarmacéuticos foram desenvolvidos no final do século 19,
com a criacdo das primeiras vacinas e a proliferacdo de transfusdes de sangue seguras e
repetiveis. O inicio do século 20 foi marcado pela descoberta e aplicacdo de produtos como
insulina, derivada de fontes animais; e penicilina, cuja producdo em escala industrial foi
desenvolvida durante a Segunda Guerra Mundial. A revolucdo biotecnoldgica redesenhou a
pesquisa, desenvolvimento, producdo e até mesmo o processo de marketing dos medicamentos.
Novos e poderosos instrumentos cientificos e tecnoldgicos relacionados a biotecnologia,
genbmica e protedmica, por exemplo, possibilitaram a descoberta e o estudo de proteinas e
outras macromoléculas que anteriormente ndo era possivel (STRYJEWSKA et al., 2013;
LALOR et al., 2019; ZHANG et al., 2020).

A tecnologia de DNA recombinante (rDNA) reportada por Cohen e Boyer (COHEN et
al., 1973; MORROW et al., 1974) permitiu a producdo de uma variedade de peptideos,
proteinas e outras biomoléculas por células que, naturalmente, ndo sintetizariam tais compostos.
Esta tecnologia, com aproximadamente 45 anos de idade, estd se tornando uma das mais
importantes ferramentas desenvolvidas no século 20 (STRYJEWSKA et al., 2013).
Recentemente, 0 numero de proteinas recombinantes utilizadas em aplicacdes terapéuticas
aumentou consideravelmente. Muitas destas macromoléculas sdo complexas glicoproteinas e
anticorpos, com elevada necessidade de producdo. Esta demanda direcionou o aperfeicoamento
dos métodos de producdo heterdloga de proteinas, particularmente envolvendo células de
mamiferos e culturas de microrganismos (ANDERSEN e KRUMMEN, 2002).

O termo “biofarmaco” compreende as proteinas recombinantes utilizadas em ambito

clinico, incluindo enzimas, anticorpos e produtos baseados em &cidos nucleicos. Atualmente,
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proteinas e peptideos séo as classes predominantes de moléculas sob investigacdo ou em uso.
Entretanto, este cenério tende a se modificar nos proéximos anos, com as outras classes de
moléculas ganhando similar importancia (WALSH, 2010b).

Produtos farmacéuticos e enzimas industriais foram os primeiros produtos
biotecnoldgicos a serem produzidos através do uso do DNA recombinante. Dentro deste
contexto, a insulina recombinante foi o primeiro biofarmaco aprovado para uso em humanos,
produzida em Escherichia coli. Desde entdo, o mercado de proteinas e peptideos recombinantes
utilizados na terapéutica tem crescido rapidamente. Entre 8 a 12 medicamentos sao aprovados,
a cada ano, representando em torno de 25% de novas moléculas que entram no mercado
(WALSH, 2014).

Diversos sistemas envolvendo células procaridticas e eucarioticas foram desenvolvidos,
a fim de facilitar a producéo de proteinas recombinantes. Por diferentes razdes, econémicas,
praticas e regulatdrias, apenas alguns sistemas sdo empregados para a producédo de biofarmacos.
Estes sistemas geralmente envolvem o uso da bactéria E. coli, diferentes espécies de fungos
(Pichia pastoris e Saccharomyces cerevisiae) e algumas linhagens celulares de mamiferos
(BERLEC e STRUKELJ, 2013; BANDARANAYAKE e ALMO, 2014). A figura 14 ilustra os
principais tipos de células utilizadas para a producdo de proteinas recombinantes, com
vantagens e desvantagens referentes a cada classe.

Apesar dos recentes avancos empregando rDNA em células de mamiferos, as leveduras
permanecem como op¢des interessantes para a producdo heteréloga de proteinas (WALSH,
2014; LOVE et al., 2018). Estes organismos sdo hospedeiros alternativos promissores para a
fabricagdo de proteinas recombinantes, uma vez que atendem de forma simples e eficiente as
necessidades tanto de medicamentos de larga escala de producédo quanto aqueles de pequeno
mercado. O rapido acumulo de biomassa, aliado ao baixo custo de manutencéo, reduz o valor
dos medicamentos produzidos em leveduras, que por sua vez pode permitir processos de

fabricacdo mais eficientes.
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Principais vantagens: Principais desvantagens:

+ Meio rapido de expressao + Auséncia de modificacdes pos-traducionais;
+ Método barato « Dificuldade de producéao de proteinas em

* Facil scale-up de producao conformacao funcional.

Principais vantagens: Principais desvantagens:

+ Meio rapido de expressao » Padroes de glicosilacao diferentes daqueles
+ Realiza modificacoes pos- encontrados em humanos

traducionais

Leveduras

’" #™  Principais vantagens: Principais desvantagens:
- Realiza modificacdes pos- * Expansao celular lenta i
traducionais semelhante aos Metodo oneroso de producao )
t, ‘( 4 humanos + Dificuldade de scale up na producao
. R ey
Células de
mamiferos

Figura 14. Principais meios de producdo de proteinas recombinantes utilizadas
atualmente. Cada classe é representada com as suas principais vantagens e desvantagens para
a producdo de biofarmacos. Imagem elaborada pelo autor.

A levedura metilotrofica P. pastoris tem sido utilizada h& décadas como fabrica
bioldgica de proteinas recombinantes (JUTURU e WU, 2018; KARBALAEI et al., 2020). Suas
principais vantagens estdo associadas a facil manipulacao genética, gerando linhagens celulares
estaveis, e alto crescimento em meios de cultura, quando comparadas aquelas apresentadas por
celulas de mamiferos, por exemplo (LOVE et al., 2018).

Além disso, os vetores de expressdo sdo facilmente preparados e podem favorecer a
incorporacdo de mdltiplas copias da proteina de interesse, além de permitir a producdo de
proteinas multiméricas com diferentes subunidades. Outra vantagem esté relacionada ao uso de
promotores especificos que direcionam a maquinaria celular para a producdo da proteina
recombinante (GASSER e MATTANOVICH, 2018). Assim, ha um favorecimento da producéo
de grandes quantidades do produto, além de ser uma técnica relativamente simples e barata,
qguando comparada a outros tipos de sistemas de expressdo heterdloga em células eucariéticas
(AMORIM et al., 2018). Por fim, estes organismos combinam as vantagens de organismos
unicelulares, como a facilidade da manipulagdo genética e rapido crescimento, com a habilidade
de executar modificagBes pés-traducionais, mecanismo existente somente em organismos
eucariotos (CELIK e CALIK, 2012).

A escolha do sistema de expresséo heterdloga adequado € uma das partes fundamentais

durante o processo de desenvolvimento de um novo biofarmaco. Embora detalhes envolvendo
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processos patentarios e aspectos econdmicos sejam importantes nesta tomada de decisao, é
fundamental considerar, nesta escolha, o sistema mais adequado e eficiente para a produgéo da
molécula recombinante (WALSH, 2010b).

Apesar de as toxinas encontradas nas peconhas de serpentes apresentarem um grande
potencial de aplicabilidade biotecnoldgica e terapéutica (MUNAWAR et al., 2018; PEIGNEUR
e TYTGAT, 2018; BORDON et al., 2020), a pequena quantidade obtida destas proteinas, por
meio da extracdo da peconha, muitas vezes impossibilita sua aplicacdo terapéutica ou
biotecnologica (BOLDRINI-FRANCA et al., 2017). Deste modo, a expressdo heterdloga de
toxinas tem se mostrado um método efetivo na obtencéo destas macromoléculas, possibilitando,
assim, sua caracterizagdo funcional e estrutural, passo fundamental para a sua aplicacdo em
diversas areas (AMORIM et al., 2018).

SVSPs de diferentes serpentes ja foram expressas em sistemas heterélogos, utilizando
leveduras: Trimeresurus albolabris (PRADNIWAT e ROINUCKARIN, 2015), Bothrops atrox
(LI et al., 2007), Gloydius shedaoensis (YANG et al., 2009), Agkistrodon caliginosus (YUAN
et al., 2009), Agkistrodon rhodostoma (ZHANG et al., 2011), Crotalus durissus collilineatus
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2015), e Bothrops pauloensis (ISABEL et al., 2016). Ademais,
ja foi relatada a expressdo de uma SVSP da serpente C. d. terrificus em células de mamiferos
(YONAMINE et al., 2009), e também de duas SVSPs, de Cerastes cerastes (DEKHIL et al.,
2003) e Deinagkistrodon Acutus (LI et al., 2018), em E. coli. Entretanto, ndo ha relatos da

PEGlacdo de SVSPs recombinantes, buscando sua aplicacédo biotecnoldgica ou terapéutica.

1.5. Producdo, PEGlagdo e o mercado farmacéutico de proteinas recombinantes

Biofarmacos sdo medicamentos derivados de proteinas e peptideos obtidos, na maioria
das vezes, em organismos geneticamente modificados, como bactérias, leveduras e células
animais e vegetais (WOHLRAB, 2019). Estes medicamentos aumentaram a eficacia do
tratamento de inUmeras patologias que trazem risco a vida ou que sdo de grau crénico em
humanos, relacionados a hemostasia, tumores, doengas mediadas pelo sistema imune, como
artrite reumatoide, doenca inflamatoria intestinal, lUpus eritematoso sistémico e psoriase
(WALSH, 2010a). Estas moléculas pertencem a varias classes de compostos, como horménios,
fatores de crescimento, anticorpos, enzimas, inibidores e vacinas (RYU et al., 2012).

Em 2020, 13 novos biofarmacos foram aprovados pelo FDA (Food and Drug

Administration — EUA) para uso humano (Fig. 15). Além destes, outros quatro biofarmacos
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foram aprovados pelo “Center for Biologics Evaluation and Research”, uma divisdo do FDA
responsavel especialmente pelo licenciamento de novos biofdrmacos naquele pais
(MULLARD, 2021). Entre os recentes medicamentos aprovados, encontra-se o “Esperoct”
(Novo Nordisk®, Dinamarca), composto pelo Fator VIII recombinante PEGlado, indicado no
tratamento da hemofilia A (EZBAN et al., 2020).

Além dos biofarmacos comercialmente disponiveis, muitos estdo em periodos de testes
clinicos ou pré-clinicos. Em 2015, cinco dos 15 medicamentos mais vendidos mundialmente
eram derivados de proteinas ou peptideos, e correspondiam por cerca de 25% do total de vendas.
Os biofarmacos alcangaram um valor de venda global de 174,7 bilhdes de dblares naquele ano,
com uma avaliagdo anual de crescimento de 7,3%, além estimativas de alcancarem 248,7
bilhdes de ddlares em 2020 (AGYEI et al., 2017).
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Figura 15. Total de novos medicamentos aprovados para uso humano, entre 1993 e 2020
pelo FDA. Colunas em laranja: medicamento cujo principio ativo sdo pequenas moléculas
organicas ou inorganicas; colunas em azul escuro: biofarmacos. Fonte: MULLARD, 2021.

Atualmente, 20% do mercado farmacéutico é composto por biofarmacos. Este mercado
cresce duas vezes mais, a cada ano, quando comparado aos outros tipos de medicamentos
(SAUNA et al., 2018). O uso de proteinas e peptideos na terapéutica tem expandido nos ultimos

anos devido a: (1) descoberta de novas biomoléculas; (2) melhor entendimento de seus
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mecanismos de acdo in vivo; (3) avancos na expressdo heterdloga ou sintese de proteinas e
peptideos com acdo terapéutica e (4) aperfeicoamentos nas formulagdes ou tecnologias de
alteracdes moleculares que possuem a capacidade de distribuir polipeptideos in vivo com
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas melhoradas (ROBERTS et al., 2002). Em
2019, quatro em cada 10 medicamentos em desenvolvimento eram derivados de biotecnologia.
A crescente demanda por medicamentos personalizados e medicamentos 6rfaos (orphan drugs)
estd impulsionando os investimentos em P&D em biofarmacos.

Por outro lado, grande parte das proteinas de uso terapéutico apresenta algum grau de
resposta humoral, devido a imunogenicidade intrinseca destas moléculas exdgenas. A
imunogenicidade é caracterizada pela presenca de anticorpos contra determinado (bio)farmaco
(ADAs — Anti-drug antibodies), detectados na circulacdo sanguinea apds a administracdo do
medicamento (GARCES e DEMENGEOT, 2018).

Os ADAs que se ligam ao sitio ativo da molécula e inibem a sua atividade sdo
denominados de anticorpos neutralizantes. Os anticorpos ndo-neutralizantes sdo aqueles que
ndo se ligam no sitio ativo, porém ainda podem produzir efeitos clinicos importantes, como
reducdo da eficacia terapéutica, através do comprometimento da biodisponibilidade, por
exemplo (BENDTZEN, 2012). A geragdo de ADAs, sendo eles neutralizantes ou ndo, cada vez
mais é reconhecida como um mecanismo para explicar a reducdo ou auséncia da eficacia de
determinados medicamentos (PINEDA et al., 2016).

Esta resposta do sistema imunoldgico pode levar a perda da eficacia terapéutica, sua
neutralizacdo, ou ainda a efeitos adversos, como complicacbes semelhantes aquelas
apresentadas pela doenca do soro, reacfes a perfusdo e anafilaxia (SCHELLEKENS, 2002;
2005; WOLBINK et al., 2009). Desta maneira, um dos desafios da medicina moderna € o
desenvolvimento de metodologias que reduzam a imunogenicidade dos biofarmacos, de modo
a aumentar sua eficacia terapéutica (BENDER et al., 2007; LALOR et al.,, 2019;
VANDERLAAN et al., 2020).

A avaliacdo da imunogenicidade é uma das etapas principais no desenvolvimento de
qualquer biofarmaco, incluindo aqueles denominados biossimilares (GARCES e
DEMENGEOQOT, 2018). Neste contexto, diversos fatores podem influenciar esta caracteristica,
0S quais podem ser categorizados em trés itens distintos. O primeiro deles, associado ao
tratamento, envolve o mecanismo de a¢do do medicamento, via e frequéncia de administragédo
e duracdo da terapia. Em segundo lugar, temos os fatores associados ao paciente, que

compreendem o tipo de patologia por ele apresentado, a evolugdo da doenca, a condicdo do
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sistema imune, fatores genéticos, presenca de patologias secundarias, medicamentos
complementares em uso durante a terapia e exposi¢cdo e/ou sensibilizagdo prévia ao
medicamento em uso. Por fim, os fatores associados ao medicamento incluem o sistema de
expressdo heteréloga utilizado para a producdo do medicamento, modificacbes pos-
traducionais presentes na proteina e a presenca de impurezas, contaminantes e agregados na
formulacéo (PINEDA et al., 2016).

No contexto da modificacdo de produtos farmacéuticos, o termo PEGlacdo descreve a
modificacdo de biomoléculas pela conjugacdo covalente com polietilenoglicol (PEG), um
polimero ndo toxico e ndo imunogénico, usado como estratégia para superar as desvantagens
associadas aos biofarmacos, apresentadas anteriormente (VERONESE e MERO, 2008; WAN,
X. etal., 2017). A ligacdo covalente de PEG as proteinas é uma tecnologia bem estabelecida e
largamente utilizada, cumprindo varios requisitos que visam a seguranca e eficacia de
medicamentos (FREITAS DDA e ABRAHAO-NETO, 2010; JEVSEVAR et al., 2010;
HOANG THI et al., 2020; THAKOR et al., 2020).

A PEGlacao pode modificar as propriedades fisicas e quimicas da biomolécula, como
sua conformacdo, interacGes eletrostaticas e hidrofobicidade, resultando na melhora do
comportamento farmacocinético do medicamento, além de outros beneficios (Fig. 16) (MAIER
et al., 2019). Na sua forma mais comum, o polietilenoglicol é uma cadeia linear ou ramificada,
terminada com grupos hidroxilicos, apresentando a estrutura geral HO-(CH2CH20),-CH2-CH>-
OH (ROBERTS et al., 2002). Este processo pode ocorrer em diferentes locais da proteina
(SANTOS et al., 2018), dependendo do tipo de PEG utilizado e da aplicacdo desejada (Fig. 17).
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Figura 16. Beneficios da PEGlacéo de proteinas e peptideos na aplicacdo destas moléculas
na area terapéutica. Imagem elaborada pelo autor.

De maneira geral, a PEGlacdo beneficia a solubilizagdo destas moléculas, além de
reduzir sua imunogenicidade. Adicionalmente, ha também uma melhora na estabilidade da
estrutura, bem como a reducgdo do clearance total do biofarmaco, diminuindo, desta forma, a
frequéncia de administragdo do medicamento (GEFEN et al., 2013; FEREBEE et al., 2016;
OZTURK-ATAR et al., 2018). A frequéncia de administracdo de medicamentos € uma das
maiores limitagdes para a aplicacdo terapéutica de alguns farmacos, uma vez que pacientes
tendem a apresentar baixa aderéncia ao tratamento com farmacos que requerem multiplas
administracdes diarias (TAVARES et al., 2016).
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Figura 17. Possiveis sitios de PEGlagdo de proteinas e peptideos. A PEGlacdo destes
compostos pode ocorrer em diferentes sitios, de acordo com o derivado de polietilenoglicol
utilizado, efeito estérico e disposi¢do dos grupos disponiveis para PEGlacdo na proteina de
interesse. Imagem elaborada pelo autor.

Embora essa ferramenta de modificacdo molecular tenha sido largamente empregada na
producédo de biofarmacos (Tab. 1), seu uso em toxinas permanece restrito, ainda que seja uma
estratégia promissora para aumentar o uso terapéutico destas moléculas. Em relagdo as SVSPs,
apenas uma toxina, em sua forma nativa, foi PEGlada com sucesso até o momento (DA-SILVA-
FREITAS et al., 2015). A modificacdo desta SVSP pela conjugacdo ao PEG trouxe melhoras
significativas, como o0 aumento da sua eficiéncia catalitica, bem como a diminuicao do valor de

Km calculado.
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Nome Companhia Sitio de Tamanho do Indicacéo Ano de
comercial farmacéutica PEGlagao PEG (kDa) terapéutica aprovacgao
Adagen Enzon Lisina 5 Imunpdefluencm 1990
combinada severa
- Leucemia
Oncaspar Enzon Lisina 5 linfoblastica aguda 1994
. Histina
PEG- Schering- e .
INTRON Plough C|s_te|na, _I|5|r_1a, 12 Hepatite C 2000
serina e tirosina
pEGASYs Hoffman-La Lisina 40 Hepatite C 2001
Roche
Neulasta Amgen N-terminal 20 Neutropenia 2002
Somavert Pfizer L|S|na_s, N- 5 Acromegalia 2003
terminal
Macugen Pfizer Lisina 40 Deggneraggq macular 2004
ligada & idade
Mircera ~ Hoffman-La Lisina 30 Anemia associada a 2007
Roche faléncia renal cronica
Cimzia ucCB C-terminal 40 Doenca de Crohn 2008
Krystexxa Savient Lisina 10 Gota cronica 2010
Histidina,
Sylatron Merck cisteina, lisina, 12 Melanoma 2011
serina, tirosina
Anemia associada
Omontys Affymax/ Lisina 40 com doenca renal 2012
Takeda .
cronica
Plegridy Biogen N-terminal 20 Esclerose multipla 2014
Adynovate Baxalta Lisina 20 Hemofilia A 2015
Novo S s -
Esperoct Nordisk Glicosilagéo 40 Hemofilia A 2019
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Deste modo, é notavel o potencial que esta técnica de modificacdo molecular, aliada as
atividades especificas das SVSPs, pode trazer para a aplicacdo terapéutica e biotecnoldgica
destas toxinas. Sendo assim, nesta tese € descrita a PEGlacdo de uma serinoprotease da peconha
de C. d. collilineatus, produzida de maneira recombinante em sistema de expressdo Pichia

pastoris, visando sua futura aplicagdo terapéutica e/ou biotecnoldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Este projeto teve como objetivo a producéo e caracterizacdo de uma serinoprotease da
peconha de Crotalus durissus collilineatus, denominada collineina-1, em suas formas nativa
(collineina-1), nativa PEGlada (PEG-collineina-1), recombinante (rCollineina-1) e
recombinante PEGlada (PEG-rCollineina-1). Buscou-se determinar e comparar 0s parametros
funcionais, estruturais e bioquimicos de todas as formas obtidas da enzima. Ademais, estudos
de imunogenicidade in silico e in vivo foram conduzidos. Por fim, analisou-se os aspectos de
interacdo de diferentes formas da collineina-1, além de outras serinoproteases, em canais

ibnicos dependentes de voltagem.
2.2. Objetivos especificos

e Obtencdo da collineina-1 purificada a partir da peconha de C. d. collilineatus;

e Expressdao da collineina-1 recombinante (rCollineina-1) em sistema heter6logo,
utilizando a levedura Pichia pastoris, e sua subsequente purificacdo;

e Modificacdo quimica das formas nativa e recombinante com a conjugacéo ao derivado
de PEG, mPEG-Maleimide, com massa molecular de 5 kDa;

e Determinacao dos parametros cinéticos (Km, Kcat € Km/Kcat) das quatro formas da enzima;

e Comparacdo estrutural das diferentes formas da enzima;

e Analise in silico de peptideos potencialmente imunogénicos na estrutura da collineina-
1;

e Analise da resposta imune in vivo das proteinas PEGladas, em comparacdo com as
formas sem esta modificacao estrutural;

e Determinacdo da estrutura terciaria da proteina nativa através de modelagem molecular
e/ou métodos cristalogréaficos;

e Comparacdo da interacdo com canais idnicos das formas PEGladas e ndo-PEGladas;

e Investigacdo da interacdo da collineina-1 com o canal idnico hEAG1 e hERG1;

e Estudo da inibigdo de outras serinoproteases no canal idnico hEAGL.
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SDS-PAGE

Espectrometria de
massas

Sequenciamento
amino-terminal

Estabilidade térmica

purificacdo da
rCollineina-1

PEGlagao das
formas nativa e

Caracterizagao
estrutural Modelagem
molecular
Tamanho de
particula

Dicroismo circular

Cristalografia

Cinética enzimatica

Caracterizagao
funcional e
bioquimica

Atividade
fibrinogenolitica

recombinante

2> o

Acgao em canais
ibnicos

Citotoxicidade

Avaliagéo da
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Predicao in silico de
epitopos de célula T

Quadro 1. Apresentacdo esquematica dos estudos realizados

Avaliacao in vivo da
imunogenicidade
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencdo da peconha de Crotalus durissus collilineatus

A peconha bruta de C. d. collilineatus foi doada pelo Biotério Central da Universidade
de S&o Paulo, campus de Ribeirdo Preto, dessecada a vacuo a temperatura ambiente e
armazenada a -20 °C. O anexo A apresenta o Certificado de Regularidade do Biotério Central
emitido pelo IBAMA, enquanto o anexo B comprova a permissdo de acesso ao patrimonio
genético da espécie utilizada neste trabalho.

3.2.Quantificacéo de proteinas

Todas as proteinas foram quantificadas pela determinacdo da absorvancia das amostras
em 280 nm, utilizando o equipamento NanoDrop™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). A concentragdo final de proteinas foi determinada levando em consideracdo o
coeficiente de extingdo molar da collineina-1 e da rCollineina-1 (44.180 Mt.cm™) e as massas
moleculares da proteina, em suas diferentes formas [nativa (29,5 kDa), recombinante (33 kDa)
e suas formas PEGladas (34,5 kDa e 38 kDa, para as formas nativa e recombinante,

respectivamente].

3.3. Purificacdo da collineina-1 nativa, a partir da peconha de C. d. collilineatus

Dois passos cromatograficos foram necessarios para a purificacdo da collineina-1 a
partir da peconha bruta de C. d. collilineatus, sendo que ambos empregaram a técnica de
cromatografia liquida de fase reversa. O processo de purificacdo foi realizado em sistema de
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC — Fast Protein Liquid Chromatography) Akta
Purifier UPC10 (Chicago, Illinois, EUA).

A peconha bruta de C. d. collilineatus (50 mg) foi dispersa em 990 pL de acido
trifluoroacético (TFA) a 0,1%, acrescido de 10 pL de &cido formico (100%). A amostra foi
centrifugada a 13.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi recolhido e aplicado em coluna
de fase reversa C18 semipreparativa (Phenomenex Jupiter C18 5 p 300 A, 250 x 10 mm),
previamente equilibrada com solugdo A (TFA 0,1%). Os componentes da peconha foram
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eluidos utilizando gradiente segmentado até 100% de solucéo B [0,1% TFA e 80% acetonitrila
(ACN)], com vazéo de 5 mL/min, coletando 1,5 mL por tubo, com monitoramento do eluente
a 214 nm.

De acordo com estudos prévios do grupo de pesquisa, a collineina-1 esta presente na
fragéo 32, obtida no fracionamento da peconha bruta. Desta maneira, esta fragéo foi recolhida,
liofilizada e submetida a segunda etapa cromatografica em coluna de fase reversa C4
(Phenomenex Jupiter C18 5 1 300 A, 250 x 4 mm), pré-equilibrada com solucdo A (TFA 0,1%).
Para a eluicdo dos componentes da amostra, foi utilizado um gradiente descontinuo até 100%
da solucgéo B (0,1% TFA e 80% ACN), com vazéo de 0,7 mL/min, coletando 0,5 mL por tubo,
com monitoramento do eluente a 280 nm. A fracdo correspondente a proteina purificada foi
congelada a -80 °C, liofilizada e armazenada a -20 °C para ensaios posteriores. A porcentagem

de recuperagéo das proteinas foi calculada pelo programa Unicorn®5.2.

3.4. Obtengéo da collineina-1 recombinante (rCollineina-1)

A figura 18 ilustra os passos realizados para a expressao e purificacdo em escala
laboratorial da rCollineina-1, conforme metodologia descrita nos itens 3.4.1 e 3.4.2
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2019). O Laboratério de Toxinas Animais, no qual a proteina foi
expressa, possui permissdo para trabalhar com organismos geneticamente modificados (OGMSs)

de classe de risco 1 (nivel de seguranca NB1), conforme anexo C.
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Figura 18. Esquema dos procedimentos realizados para a expressdo e purificacdo da
rCollineina-1 em sistema heterélogo, utilizando a levedura P. pastoris.

3.4.1. Expressado da collineina-1 recombinante em sistema heterdlogo

O cDNA codificante da r-collineina-1 foi depositado no Arquivo Europeu de
Nucleotideos por Boldrini-Franca et al. (2015), sob nimero de acesso LN651356. A expressdo
da proteina recombinante foi feita segundo os autores, com modificacdes. As células de Pichia
pastoris, da linhagem KM71H, transformadas com o plasmideo recombinante pPICZaA-
collineina-1 (Fig. 19), foram pré-inoculadas em 10 mL de meio BMGY [1% extrato de
levedura, 2% peptona, 1,34% YNB (base nitrogenada de levedura — yeast nitrogen base), 4x10°
> M de biotina, 1% glicerol, 100 mM fosfato de potassio pH 6,0] e incubadas a 30 °C, com

agitacdo constante de 190 rpm. Ap6s 24 horas, a cultura foi inoculada em 500 mL de meio
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BMGY (buffered glycerol-complex medium) e incubada a 30 °C, com agitacdo constante de
190 rpm, até atingir a densidade Otica de 2 a 6 em 600 nandmetros. Apoés atingir a densidade
Otica desejada, a cultura foi centrifugada a 1500 x g, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 100 mL de meio BMMY (buffered methanol-complex medium) (1%
extrato de levedura, 2% peptona, 1,34% de YNB, 4x10° M de biotina, 1% de metanol e 100
mM de fosfato de potéssio, pH 6,0) e incubadas a 26 °C sob agitagdo constante de 190 rpm. O
metanol foi reposto a cada 24 horas, a uma concentracdo final de 0,75% (v/v), para a
manutencdo da inducéo. Ao fim de 96 horas de inducéo, a cultura foi centrifugada a 3000 x g e

o0 sobrenadante separado, filtrado e usado para a purificacdo da proteina recombinante.

pPICZa.A,B,C (3.6 kb)

wa )
404'/ ,> BamH | \Purificagéo da proteina
Excrecéo da protema para : % recombinante
0 meio extracelular pPICZ >
and ? Identificacao da
Sitios de restrlcao , - roteina por western blot
pPICZo [ BB 4 e
e
A,B,C S
N \
Local de insercao do gene vz o Selecao de clones
da prOteina recombinante ot DUC ori i * Frame-dependent variations pOS]t]VOS

Figura 19. Mapa do vetor de expressdo pPICZa. A figura ilustra a origem de replicacdo em
E. coli, o fragmento contendo o promotor AOX1 (5’A0OX1), o fator de acoplamento alfa (a-
factor), a regido de sitios maltiplos de clonagem, a cauda de epitopo myc (c-myc epitope), a
cauda de seis residuos de histidina (6xHis), o fator de término de transcricdo AOX1 (AOX1
TT), o promotor de fator de alongamento de transcri¢do (Ptefl - trascription elongation factor
1) e o fator de término de transcricio CYC1 de S. cerevisiae (CYC1l TT). Fonte:
WWW.invitrogen.com.

3.4.2. Purificagéo da collineina-1 recombinante

A purificacdo da rCollineina-1 foi realizada combinando-se trés passos cromatogréaficos
em sequéncia. Na primeira etapa, 0 meio de cultura, apos as 96 horas de inducéo da expresséo,
foi submetido a cromatografia de afinidade a ions metalicos imobilizados (IMAC - Immobilized
Metal lon Affinity Chromatography), utilizando uma resina de Ni?* - Agarose (NTA Agarose -

Qiagen® Hilden, Alemanha) sob vazao gravitacional. A eluicdo da proteina recombinante foi

Ernesto Lopes Pinheiro Janior


http://www.invitrogen.com/

Material e métodos |63

realizada com gradiente segmentado até 250 mM de imidazol. As fragOes eluidas da coluna
foram analisadas por SDS-PAGE a 13,5%, concentradas e dessalinizadas em Amicon® Ultra —
Ultracel® 3K (Burlington, Massachusetts, EUA) e liofilizadas. Em seguida, o material
liofilizado foi ressuspendido em tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,0, para ser submetido a
segunda etapa cromatogréfica. Esta consistiu em uma troca catidnica fraca, realizada em coluna
CMC-52 (20 cm x 4 cm), previamente equilibrada com tampé&o acetato de s6dio 50 mM, pH
5,0, sob vazdo de 0,7 mL/min. A eluicdo foi realizada utilizando gradiente descontinuo do
mesmo tampéo até 1 M e o monitoramento da absorvancia foi realizado no comprimento de
onda de 280 nm. As fragOes, com volume fixo de 500 uL, foram coletadas em microtubos de
1,5 mL. A determinacéo das fragOes contendo a collineina-1 recombinante foi realizada através
de SDS-PAGE. Por fim, os tubos contendo a proteina recombinante foram coletados,
concentrados, dessalinizados e submetidos ao terceiro passo cromatografico. Este consistiu em
uma cromatografia de troca ionica forte, em coluna Mini S 4,6/50 PE (GE Healthcare, Chicago,
Illinois, EUA), utilizando as mesmas soluc¢des do segundo passo cromatografico, sob vazdo de
1 mL/min, coletando-se 500 pL por tubo. O monitoramento da absorvancia foi realizado no
comprimento de onda de 280 nm. Um gel de SDS-PAGE a 13,5% foi empregado para a
determinacéo das frag6es contendo a collineina-1 recombinante. A porcentagem de recuperagéo

das proteinas foi calculada pelos programas Unicorn®5.2.

3.5. Modificacdo quimica com mPEG-maleimide e purificacdo da collineina-1 nativa

e recombinante PEGladas

A PEGIlacao sitio-especifica da proteina, em suas formas nativa e recombinante, foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Da-Silva-Freitas e colaboradores (2015),
com modificaces, utilizando o polimero mPEG-maleimide, com massa molecular de 5 kDa.
Este derivado de PEG reage preferencialmente com os grupos tiois das cadeias laterais dos
residuos de cisteina, quando ndo participantes de ligacfes dissulfeto (residuos de cisteina
reduzidos). Em segundo lugar, na ordem de preferéncia de reacao, eles reagem covalentemente
com a porgdo amina da cadeia lateral dos residuos de lisina. A sequéncia de aminoacidos da
collineina-1 apresenta doze residuos de cisteina. Entretanto, todos eles estdo envolvidos em
ligagcdes dissulfeto, ndo estando disponiveis para PEGlacdo. Desta maneira, a PEGlacdo da
collineina-1 e rCollineina-1 ocorre através da conjugacdo do mPEG-maleimide no grupamento
amina da cadeia lateral dos residuos de lisina (Fig. 20). Polimeros ativados com o grupo
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funcional maleimide sofrem eficiente conjugacédo as proteinas em pH proximo ao fisioldgico
na presenca de EDTA. Deste modo, foram feitas solu¢des contendo a collineina-1, em suas
formas nativa e recombinante, e mMPEG-maleimide, na propor¢do molar 1.5, em tampao fosfato
de sodio 100 mM, pH 7,4, acrescido de 5 mM de EDTA. A reacédo foi realizada sob agitacéo a
400 rpm, 25 °C, por 24 horas. A anélise da reacéo foi realizada por cromatografia liquida rapida
de proteinas em fase reversa, utilizando coluna C4, de dimensdes 0,46 x 25 cm e particula de 5
pum (Shodex — JP), pre-equilibrada com o solvente A (0,1% TFA). Para a eluicdo dos
componentes da amostra, foi utilizado um gradiente descontinuo até 100% da solucéo B (0,1%
TFA e 80% ACN), sob vazdo de 0,7 mL/min, coletando 0,5 mL por tubo, com monitoramento
do eluente a 280 nm. Em seguida, um gel de SDS-PAGE a 13,5% foi utilizado para a

determinacéo das fracGes contendo as enzimas PEGladas.

P g : HI Sy g
P RN LAY,

&{NH

mPEG-Maleimide Residuos de Lisina — -

Figura 20. Mecanismo proposto da bioconjugacdo do mPEG-maleimide aos residuos de
lisina da collineina-1 e rCollineina-1, em pH 7,4. Figura elaborada pelo autor.

3.6. Avaliacao in silico de sequéncias de nucleotideos de diferentes serinoproteases

Os parametros fisico-quimicos teoricos das diferentes formas da collineina-1, assim
como de outras serinoproteases utilizadas neste trabalho foram calculados utilizando a
ferramenta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). A predicdo da presenca de
sequéncias consenso de reconhecimento de N-glicosilagdes foi realizada empregando o
algoritmo NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). As sequéncias da collineina-
1 e de outras serinoproteases, obtidas no banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) e
pela técnica de degradagdo de Edman foram alinhadas entre si utilizando o algoritmo online

Clustal Omega (https://www:.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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3.7. Caracterizacao estrutural

3.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Para o acompanhamento dos processos de purificacdo das proteinas, foi utilizada
eletroforese em gel de poliacrilamida a 13,5% (m/v) em condigdes desnaturantes, na presenga
de SDS e B-mercaptoetanol, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). Os

geéis foram corados com Comassie Brilliant Blue G-250.

3.7.2. Eletroforese para determinar a presenca de proteinas glicosiladas

Para determinar a presenca de glicosilacbes nas formas nativa e recombinante da
collineina-1, as proteinas foram submetidas, primeiramente, a eletroforese como descrito no
item 3.7.1. O gel foi incubado por 2 horas em solugéo fixadora contendo &cido acético 10%
(v/v) e metanol 35% (v/v) e lavado com &gua destilada. Posteriormente, 0 mesmo foi incubado
por 1 hora em solucdo contendo &cido periddico 0,7% (m/v) e acido acético 5% (v/v). Em
seguida, lavou-se novamente o gel com agua destilada e este foi, entdo, incubado durante 10
minutos, por trés vezes consecutivas, em solucdo contendo metabissulfito de sodio 0,2% (m/v)
e acido acético 5% (v/v). Apos estes processos, 0 gel foi corado com &cido periddico-reagente
de Schiff, com modifica¢des do método descrito por Doerner e White (1990), e mantido no
escuro por 2 horas. Posteriormente, foram realizadas mdltiplas etapas de lavagem com agua
destilada até que fosse definida a coloracdo rdésea das bandas de glicoproteinas. Em seguida, a

imagem do gel foi digitalizada.

3.7.3. Sequenciamento amino-terminal

As sequéncias amino-terminais dos primeiros residuos de aminoacidos das duas bandas
proteicas produzidas pela levedura P. pastoris foram obtidas pela técnica de degradacéo de
Edman (EDMAN e BEGG, 1967). Apds os procedimentos de obtencdo e purificacdo das
proteinas recombinantes, as amostras foram aplicadas diretamente em uma membrana de fibra
de vidro (Wako, Japdo) e submetida a analise em um sequenciador automatico de proteinas,

modelo PPSQ-33A (Shimadzu, Kyoto, Japdo). O aminoacido derivado da reacdo com o PITC
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foi convertido a PTH-aminoécido e submetido a um processo cromatografico em sistema FPLC,
utilizando coluna de fase reversa e gradiente linear de ACN 80% + TFA 0,1%. A quantificacdo
e identificacdo dos residuos foram realizadas por meio da comparagdo com os tempos de

retencdo do padrdo de aminoacidos (25 pmol), realizado antes do processo de sequenciamento.

3.7.4. Determinacdo da massa integra das formas nativa e recombinante da

collineina-1 por espectrometria de massas

Os experimentos envolvendo espectrometria de massas foram realizados na Central de
Espectrometria de Massas de Micromoléculas Organicas (CEMMO) do Departamento de
Ciéncias Biomoleculares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-
USP). A solucdo (1 pL) contendo a proteina de interesse foi cossedimentada com a matriz
contendo &cido 2,5-dihidroxibenzéico [DHB - 10 mg/mL em solucdo contendo 0,2% de acido
férmico (AF) e 80% de ACN)], na propor¢do 1:1 (v/v). As amostras foram ionizadas pela
técnica de lonizacdo e Dessor¢do a Laser Assistida por Matriz (MALDI — Matrix-assisted laser
desorption/ionization) e analisadas em espectrometro de massas duplo TOF (Time-of-flight)
(MALDI-TOF/TOF), modelo Ultraflex Il (Bruker Daltonics - Billerica, Massachusetts, EUA),
equipado com uma fonte de laser do tipo Nd-YAG Smartbeam laser (MLN 202, LTB). A
poténcia do laser foi ajustada para 32%, com incidéncia de 5.000 a 7.000 tiros, de forma a gerar
uma razdo sinal/ruido satisfatoria. O sistema foi calibrado com o padrdo de massas do fabricante
(Protein Standard 1l, Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, EUA, para amostras com
massa molecular entre 10 e 70 kDa). Os ions foram detectados com o analisador operado no
modo linear positivo. Os espectros resultantes foram analisados empregando os programas
FlexAnalysis e DataAnalysis (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, EUA).

3.7.5. Andlise da estabilidade térmica

Para a analise da estabilidade térmica das quatro formas da enzima, foi empregada a
técnica de Differential Scanning Fluorimetry, ou Termofluor™. Os experimentos foram
realizados em um termociclador em tempo real - Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, EUA), equipado com filtro especifico para medir sinais de fluorescéncia, na
presenca do corante fluorescente SYPRO® orange (excitagdo em 492 nm e emissdo em 610 nm)
(Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) (NIESEN et al., 2007).
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Em uma placa de 96 pocos, aliquotas de 10 pL das enzimas a 0,5 mg/mL, solubilizadas
em agua, foram adicionadas a 10 pL de diferentes solu¢des tampé&o: acetato de sodio (pH 5,0),
cacodilato de sodio (pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,0 e pH 8,0) e glicina (pH 9,0 e pH 10,0), sempre
a uma concentracdo final de 50 mM. Em seguida, foi adicionado o corante fluorescente
SYPRO® Orange Protein Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) na concentracio
final de 5x.

Para a desnaturacdo térmica, a placa foi selada e centrifugada a 1000 x g imediatamente
antes do ensaio. As amostras foram aquecidas, de 25 a 95 °C, com aumentos graduais de 1 °C
na temperatura, com 1 minuto de espera em cada ponto. A fluorescéncia das amostras foi lida
em cada ponto, utilizando o filtro FRET-FAM ROX, com comprimentos de onda de
excitacdo/emissdo de 470/570 nm.

A intensidade da fluorescéncia foi plotada em funcdo da temperatura. O ponto de
inflexdo da curva é utilizado para determinar a temperatura de desenovelamento (Tm, Melting
Temperature). As curvas de desenovelamento térmico foram processadas de acordo com o
protocolo estabelecido por Niesen et al. (2007), e a temperatura de desenovelamento foi

calculada utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.7.6. Determinacdo in silico da estrutura terciaria da collineina-1 por modelagem

molecular

A estrutura teérica da collineina-1 nativa foi obtida através de modelagem molecular,
utilizando a ferramenta online SWISS-MODEL  (https://swissmodel.expasy.org/)
(WATERHOUSE et al., 2018). Para a obtencdo da estrutura tedrica, o software usa uma base
de dados na qual ha diversas estruturas ja depositadas de diferentes proteinas, obtidas a partir
de cristalografia de raios X ou ressonancia nuclear magnética. No momento em que é colocada
a sequéncia da proteina de interesse, a ferramenta a alinha com a sua base de dados, desenhando
a estrutura mais provavel e possivel de se obter, levando em consideracdo as estruturas ja
determinadas anteriormente. Todas as analises e renderizacdo das imagens das estruturas foram
feitas utilizando o programa PyMol Molecular Graphics System 2.3.4 (Schrédinger, Nova
lorque, NY, EUA).
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3.7.7. Determinacgdo do tamanho de particula

O tamanho médio das proteinas em solucdo foi determinado utilizando a metodologia
de Dynamic Light Scattering (DLS). Cada proteina (40 pL), a uma concentracdo aproximada
de 10 mg/mL, contendo 0,1% de TFA, foi analisada em equipamento ZetaSizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Malvern, UK). Os dados foram coletados a 18 °C em cubeta Zen2112 e

analisados no programa ZetaSizer 7.12 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

3.7.8. Avaliacdo de estruturas secundarias de proteinas por dicroismo circular

Inicialmente, aproximadamente 300 pg de cada forma da enzima (nativa, recombinante
e suas respectivas formas PEGladas) foram diluidas em 300 pL de agua ultrapura. Em seguida,
a concentracao das solucdes foi determinada por espectrofotometria, em aparelho NanoDrop
2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), no comprimento de onda de
280 nm, utilizando coeficiente de extincdo e massa molecular correspondente a cada proteina.

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos com o acimulo de 20 varreduras,
utilizando cubeta de quartzo de 0,5 mm, com os seguintes parametros: velocidade de varredura
= 100 nm/min, largura da banda = 2 nm, resolucdo de passo = 0,5 nm, temperatura = 20 °C.
Os dados foram coletados no intervalo de 185-260 nm. Todas as amostras foram analisadas na
presenca de fluxo de N, para que o Oz presente no ar ndo interferisse na leitura dos dados
dentro do equipamento.

Os espectros de CD foram analisados em termos de estrutura secundaria utilizando o
método CDSSTR (SREERAMA e WOODY, 2000), disponivel no programa de pacotes para
deconvolugdo de curvas de CD, Dichroweb (WHITMORE e WALLACE, 2008)
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml). A unidade utilizada para a interpretacdo
dos espectros foi a MRE (Mean residue ellipicity / degrees — cm2dmol-residue™), uma das mais

utilizadas para proteinas.
3.7.9. Estudos cristalograficos
Os experimentos de cristalizacdo estdo em andamento no “Laboratorio de biologia

molecular estrutural”, coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Roberto de Mattos Fontes, na
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu.
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Inicialmente, o tamanho médio das particulas em solucdo, bem como o indice de
polidispersividade (Pd) da proteina nativa foi determinado utilizando a metodologia de
Dynamic Light Scattering (DLS), descrita no item 3.7.7. Amostras com menor indice de Pd (<
15%) apresentam probabilidade 80% maior de cristalizacdo em relacdo as amostras com alto
indice de Pd (FERREDAMARE e BURLEY, 1994).

Os experimentos de cristalizacdo da collineina-1, em sua forma nativa, foram realizados
pelo processo de salting-out, o qual consiste na preparacdo de uma solucdo contendo agente
precipitante (sais, polietileno glicol ou solvente orgénico) e proteina, com aumento gradativo
da concentracdo deste agente até a supersaturacdo da proteina. Neste processo, observa-se a
precipitacdo ou cristalizacdo da proteina, caso este processo ocorra lentamente (MCPHERSON,
2009). Os agentes precipitantes adequados para a cristalizacdo da proteina foram selecionados
através do método de matriz esparsa (JANCARIK e KIM, 1991), utilizando o kit NeXtal DW
Block JCSG+ Suite (96x1.5mL) (Qiagen®, Hilden, Alemanha) e refinados de acordo com a

figura 21.
24% PEG 26% PEG 28% PEG 30% PEG 32% PEG 34% PEG »
— 100 mM sulfato de Litio
MME 2000 | MME 2000 | MME2000 | MME2000 | MME2000 | MME 2000
34% PEG 36% PEG 38% PEG 40% PEG 42% PEG 44%PEG | | Tampao Tris 100 mM, pH 8.5 +
4000 4000 4000 4000 4000 4000 sulfato de litio 200 mM
4% PEG 1000 | 6% PEG 1000 | 8% PEG 1000 | 10% PEG 12% PEG 14% PEG
+10% PEG | +10%PEG | +10%PEG | 1000+ 10% | 1000+ 10% | 1000+ 10%
8000 8000 8000 PEG 8000 PEG 8000 PEG 8000
— + agua ultrapura
4% PEG 8000 | 6% PEG 8000 | 8% PEG 8000 | 10% PEG 12% PEG 14% PEG
+10% PEG | +10%PEG | +10%PEG | 8000+ 10% | 8000+ 10% | 8000+ 10%
1000 1000 1000 PEG 1000 PEG 1000 PEG 1000

Figura 21. Condicdes utilizadas na segunda tentativa de obtencéo de cristais da collineina-
1 nativa. Nas trés condicOes, foram modificadas as concentracfes do agente precipitante
presente.

Buscando obter o aumento gradativo da concentracdo do agente precipitante, foi
empregado o método de difuséo a vapor, no qual o processo de equilibrio de duas solugdes — a
primeira constituida pela solucdo do agente precipitante e a segunda por esta solucdo em adicao
a solucdo de proteina — da-se através da fase de vapor, em meio hermeticamente fechado
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(MCPHERSON, 2009). Neste método, foi utilizado o sistema de “gota sentada” (sitting drop),
com volume final de 0,5 pL, sendo 0,25 uL da solucéo de proteina a 10 mg/mL e 0,25 pL da
solucdo do reservatorio. Para montagem das condi¢es, foi utilizada a placa MRC 2 Well
Crystallization Plates (Swissci®, Neuheim, Suica) e um sistema automatizado de montagem de
placas [Oryx4 system (Douglas Instruments, Hungerford , UK)]. As placas estdo mantidas em
temperaturas controladas (4, 10, 18 e 25 °C) e os cristais obtidos serdo submetidos a difracdo
de raios X no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron [LNLS — Laboratério Nacional de Luz
Sincroton, CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais), Campinas, SP].
Os dados coletados serdo processados com o programa HKL2000 (OTWINOWSKI e
MINOR, 1997) e a determinacdo das fases para a determinacao da estrutura tridimensional sera
resolvida pelo método de substituicdo molecular no programa Phaser (MCCOY et al., 2007). O
refinamento das estruturas e 0s ajustes manuais serdo realizados, respectivamente, nos
programas PHENIX (ADAMS et al., 2010) e Coot (EMSLEY et al., 2010), baseando-se no
mapa de densidade eletrdnica. A validagdo dos modelos cristalograficos obtidos sera realizada
no programa MolProbity (CHEN et al., 2010) e estudos comparativos serdo realizados com

outras proteinas elucidadas e depositadas no banco de dados publico PDB (Protein Data Bank).

3.8. Caracterizacdo funcional e bioquimica

3.8.1. Cinética enzimatica

Os ensaios de cinética enzimatica foram realizados pelo monitoramento da atividade
das enzimas sobre o substrato S-2302 para calicreina plasmética (H-D-Prolyl-L-phenylalanyl-
L-arginine-p-nitroaniline dihydrochloride) (Chromogenix, Bedford, MA, EUA). 0,05 nmol da
collineina-1 nativa, nativa PEGlada e recombinante PEGlada e 0,0125 nmol da collineina
recombinante foram incubados com 200 pL de solugbes de diferentes concentracdes do
substrato (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 mM), em tampao Tris-HCI 50 mM + 50 mM CacCly,
pH 7,5.

As solucBes foram incubadas a 37 °C e a hidrdlise do substrato foi monitorada por
espectrofotometria, em 405 nm, utilizando leitor de microplacas SpectraMax Plus 384
(Molecular Devices, San Jose, California, EUA). As leituras de absorvéncia foram realizadas

em intervalos de 7 segundos, durante 45 minutos.
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A velocidade de reagédo (Vo) foi expressa em mM de produto formado por segundo,
considerando o coeficiente de extingdo de 9,92 M-tcm™ para o produto. Os valores de K €
Vmax das enzimas para o substrato S-2302 foram determinados a partir da curva cinética
hiperbdlica de Michaelis-Menten, e os valores de turnover (kca) € da eficiéncia catalitica
(Km/kcat) foram calculados a partir dos valores de Km € Vimax. Os experimentos foram realizados
em triplicata, e os dados foram ajustados com o0s respectivos erros padrdes, calculados
utilizando o programa GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA).

3.8.2. Atividade fibrinogenolitica

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foi realizada seguindo os procedimentos
descritos por Rodrigues e colaboradores (RODRIGUES et al., 2000). Uma solugéo (50 pL) de
fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL), em tampé&o Tris-HCI 50 mM com 50 mM de CaCly, pH 7,5,
foi incubada com 2 g de proteina (collineina-1 nativa, recombinante e suas formas PEGladas),
a 37 °C, em diferentes intervalos de tempo (5, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos). Para o controle
negativo, a solucdo de fibrinogénio foi incubada com 10 pL de &gua ultrapura, nas mesmas
condicBes. Apo6s a incubacdo, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 25 pL de tampao Tris-
HCI 60 mM, pH 6,8, contendo azul de bromofenol 0,001%, glicerol 10% ¢ B-mercaptoetanol
10%. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C, por 5 minutos, e aplicadas em gel de
poliacrilamida a 13,5% com SDS (SDS-PAGE).

3.8.3. Atividade em canais idnicos

Os ensaios de eletrofisiologia foram realizados no Laboratério de Toxicologia e
Farmacologia da Universidade Cat6lica de Leuven (KU Leuven, Bélgica), sob a supervisao do
Prof. Dr. Jan Tytgat. Foi empregada a técnica denominada “voltage-clamp”, utilizando dois
microeletrodos, em odcitos de rds da espécie Xenopus laevis. A figura 22 ilustra 0os passos
realizados para a obtencdo e injecdo de mRNA nos odcitos obtidos através da cirurgia de
ovariectomia. Todos os cuidados e procedimentos experimentais estavam de acordo com as
diretrizes da Convengéo Europeia para a protecdo de animais vertebrados utilizados para fins

experimentais e outros objetivos cientificos, (“European convention for the protection of
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vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes”, Estrasburgo,
18.111.1986), sob licenga numero LA1210239.

Figura 22. Etapas para a obtencéo e uso de o6citos em experimentos de eletrofisiologia.
(A) a (D) demonstram a extracdo de oocitos de um espécime de X. laevis; (E) tratamento dos
oocitos com colagenase; (F) e (G) selecdo de odcitos de estagios V e VI; (H) coleta de amostra
de mRNA,; (1) injecdo de mMRNA nos odcitos e (J) experimento de voltage clamp em andamento.

3.8.3.1.Selecdo, preparacdo e injecdo de RNA em od6citos de X. laevis

Os animais foram anestesiados com solugdo de tricaina (1 g/L) e submetidos a cirurgia
de ovariectomia parcial para remocdo dos odcitos. Apos a cirurgia, 0s odcitos foram tratados
com colagenase (1,5 mg/mL), em solucdo de ND96, sem calcio, (NaCl 96 mM, KCI 2 mM,
MgCl> 2 mM e HEPES 5 mM), pH 7,5, durante duas horas, a 16 °C, para serem defoliculados.
Os odcitos que apresentaram o estagio V e VI de maturacéo foram selecionados e mantidos em
solucdo de ND96 (NaCl 96 mM, KCI 2 mM, CaCl> 1,8 mM, MgCl> 2 mM, HEPES 5 mM),
suplementada com geomicina (50 mg/L) e teofilina (90 mg/L), pH 7,5, para injecdo de cRNA.
Os cRNAs de cada canal idnico foram transcritos e sintetizados a partir de plasmideos
linearizados, utilizando o kit de transcri¢do T7 ou SP6 (NMESSAGE mMACHINE, Ambion,
Austin, Texas, EUA), dependendo do canal i6nico. A microinjecdo de RNA nos odcitos foi
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realizada usando um microinjetor (Drummond Scientific®, Broomall, PA, EUA), com um
volume de injegéo programado de 4 a 50 nL de cRNA. O tempo de espera para a expresséo dos
canais iénicos é de um a cinco dias. Este tempo pode variar de acordo com o canal a ser expresso
pelo odcito. Os odcitos que expressaram 0s canais para potassio (rKv1.1l,r Kvl.2, rKvl.4,
rkv1.6, hKv2.1, hKv3.1, rKv4.2, hKv7.2/7.3, Shaker), sodio (rNav1.1, rNavl1.2, rNavl.3,
rNavl.4, hNavl.5, mNav1.6 e hNav1.8) ou célcio (rCav3.1 e rCav3.3) sensiveis a voltagem

foram utilizados nos ensaios eletrofisiologicos.

3.8.3.2.Caracterizagao eletrofisioldgica

A técnica denominada “Two-electrode voltage clamp” (TEVC) é um método
amplamente utilizado para investigar as propriedades eletrofisiolégicas dos canais iénicos. O
fluxo de ions através da membrana celular pode ser medido indiretamente como uma corrente
elétrica. Para isso, dois eletrodos foram inseridos no odécito, que foi colocado em um banho
contendo 200 pL de solucdo ND-96. O primeiro eletrodo (ME1) monitora o potencial da
membrana (Vm). O outro eletrodo (ME2) injeta uma corrente para ajustar 0 Vim ao valor fixado
e estabelecido (Vcmd). A corrente injetada é igual, mas oposta em sinal, a corrente que flui
através da membrana da célula. Medindo essa corrente, todo o fluxo de ions através da célula
pode ser calculado indiretamente. Este célculo € realizado aplicando a lei de Ohm (V = IR),
onde V é a tensdo (Volt, V), | é a corrente (Ampere, A) e R ¢ a resisténcia (Ohm, Q). A
condutancia dos canais idnicos é inversamente proporcional a resisténcia (R = 1/ g). A corrente

dos ions K*, Na* ou Ca?* pode ser calculada com a seguinte equacio:

I, =9, V,y, —Ep)

onde gi é a condutancia do ion, Vi é 0 potencial da membrana e E; é o potencial de equilibrio
do ion. A diferenca entre Vim € E; € a forga eletroquimica dos ions. Essa diferenca é mantida
constante empregando-se esta técnica. Isso resulta em uma relacdo diretamente proporcional
entre a corrente de determinado ion e a sua condutancia.

A configuracdo do equipamento é apresentada esquematicamente na figura 23. O
eletrodo de registro de potencial de membrana (ME1) é conectado a um amplificador de
feedback (A1). A1 compara o potencial da membrana (Vm) com a tenséo fixa (Vemd). Se houver

diferenga entre as duas tensdes, o amplificador de controle A2 envia uma corrente através do
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eletrodo de passagem de corrente (ME2) e a diferenca é levada a zero (BAUMGARTNER et
al., 1999). A funcdo dos dois eletrodos de banho (BE1 e BE2) é impedir a interferéncia da
solucéo presente neste compartimento nas medicdes. Esses eletrodos mantém a tenséo do banho

fixaem 0O mV.

Figura 23. Representacdo esquematica da técnica TEVC. O potencial de membrana (Vi) €
medido através do eletrodo de medi¢cdo ME1. O Vi, é comparado ao potencial de comando
(Vemd). Essa diferenca é compensada pela medicdo do eletrodo 2 (ME2) e determina
indiretamente a corrente que flui através da membrana celular. (BE: eletrodo de banho, A:
amplificador).

A caracterizacdo eletrofisioldgica das proteinas foi realizada utilizando o equipamento
GeneClamp 500 amplifier (Axon Instruments®, San Jose, California, EUA), conectado a um
computador equipado com sistema operacional Windows XP (Microsoft®, Redmond,
Washington, EUA) e software Clampex 10.1 (Axon Instruments®, San Jose, California, EUA),
responsavel pela aquisicdo e andlise dos dados. Micropipetas de vidro foram produzidas
utilizando capilares (borosilicato WPl 1B120-6), em um estirador manual (World Precision
Instruments® Sarasota, FL, EUA). Micropipetas com resisténcia entre 0,5 ¢ 1,5 MQ foram
selecionadas para o uso e preenchidas com uma solucdo de cloreto de potassio 3 M. A solucao
denominada ND96 foi utilizada nos experimentos. As correntes de sédio, potéssio e célcio
foram amostradas a 20 kHz, 10 kHz e 10 kHz, respectivamente, e filtradas, usando um filtro
low-pass Bessel de quatro polos, a 2 kHz para s6dio e 500 mHz para potassio e célcio, exceto

no canal idnico hERG, no qual as correntes foram filtradas a 1 kHz.
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Para a relagdo corrente-voltagem, os valores de Ik foram plotados em fungdo da
voltagem, e a curva de ativagdo foi ajustada usando a equacdo de Boltzmann: Ik/lmax = [1-
C/(1+exp((V12-Vm)/K)], na qual Ik é a corrente de potassio, Imax & 0 valor méximo da corrente
de potassio, C é a constante representando a fracdo ndo ativada, Vi é 0 ponto médio da
voltagem de ativacdo, Vm € 0 potencial da membrana e k representa o fator de inclinagéo (slope
fator).

Os valores da relacdo dose-resposta foram ajustados usando a equacdo de Hill:
y=100/[1+(IC50/[toxina]", onde y é a amplitude do efeito induzido pela toxina, ICso é a
concentracdo da toxina capaz de inibir 50% da corrente, [toxina] é a concentracdo da toxina e
h é o coeficiente de Hill.
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3.8.3.3. Protocolos utilizados nos experimentos de eletrofisiologia

Kvs
0mVv,0,5s
-50mV,0,5s
-90 mv omv
Cavs
-20 mV, 700 ms
-90 mV 0mvV
Kv3.1
+20mV,0,5s
-90 mV -90 mV
hERG
+40mV, 2,5s
-90 mV -90 mV
-120mV, 2,5s

Navs
0 mV, 100 ms
-90 mVv omv
hEAG1
0OmV,2s
-90 mv 0mV
Kv7.2/7.3
+20mV,1,3s
-90 mV -90 mV
hERG IV
-60a50mV,2,5s
-90 mV -90 mV
-120mV, 2,5s

Figura 24. Esquematizacdo dos protocolos utilizados nos ensaios de eletrofisiologia,
envolvendo os diferentes canais idnicos testados. S&o apresentados os protocolos para testes
diretos de atividade e os protocolos para avalia¢do da relacdo da corrente em relagdo a voltagem

(1V, current-voltage relationship).
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3.8.4. Avaliacdo da citotoxicidade em células mononucleares de sangue periférico
(PBMC)

3.8.4.1. Extracao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Foram utilizados 10 mL de sangue periférico, obtido comercialmente (Innovative
Research, Novi, MI, EUA), em tubos heparinizados, de individuos saudaveis, sem uso de
terapia farmacoldgica. O sangue foi transferido para um tubo de 50 mL, sendo entdo
acrescentado o mesmo volume (~10 mL) de PBS (tampdo fosfato-salino) em temperatura
ambiente. Ap6s homogeneizacdo, o sangue foi distribuido em 4 tubos (5 mL cada). A essa
mistura, acrescentou-se 5 mL de Histopaque-1077 (Merck, Darmstadt, Alemanha), uma
solucdo contendo polissacarose e diatrizoato de sodio, ajustado a uma densidade de 1,077 g/mL,
facilitando a recuperacdo de células mononucleares viaveis (linfécitos), os quais formam uma
camada distinta entre as hemacias e o plasma.

Apdbs homogeneizacado, todo o material foi centrifugado a 756 x g por 20 min. Apds a
centrifugacdo, a fase contendo os linfécitos foi retirada com a ajuda de uma pipeta Pasteur e
centrifugada a 900 x g por 5 min. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido
em 5 mL de PBS. Em seguida, o material foi centrifugado nas mesmas condic¢des descritas
anteriormente. Novamente, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido
com 5 mL de meio RPMI (Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA).

A contagem do numero de células em camara de Neubauer foi feita na presenca do
corante Turk, seguido pelo plaqueamento das células e tratamento com PBS ou com as
diferentes formas da collineina-1. As placas foram mantidas em uma estufa umidificada a 37

°C com 5% de CO3, até o momento do uso.

3.8.4.2. Técnica de coloracéo pelo brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT)

Para a realizacdo do teste de citotoxicidade em células PBMC, foram utilizadas placas
de 96 pocos, de modo a se reservar 3 pogos para a leitura do branco que ndo receberam células
ou tratamento. O restante dos pogos recebeu 5x10* células/pogo, com um volume final de 100

pL. As células foram plaqueadas e incubadas por 24 horas em estufa umidificada contendo 95%
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de ar e 5% de CO., a 37 °C. Apos este periodo, as células foram tratadas com 50 uL. de PBS
(controle negativo) ou diferentes concentragdes de collineina-1 nativa e recombinante, bem
como suas formas PEGIladas (6,67; 3,33; 1,67; 0,83 e 0,41 nmol/mL) e novamente incubadas
por 24 horas a 37 °C, com 5% de CO., até a analise. O controle positivo recebeu 50 pL de
cisplatina (Incel —-Darrow®, EUA).

Ap06s 24 horas de tratamento, 0s pogos, com excecdao dos utilizados como branco,
receberam 20 uL. de MTT (Sigma M2128, EUA), e foram incubados por 3 horas a 37 °C e 5%
de CO2. Em seguida, as placas foram centrifugadas por 5 min a 900 xg e posteriormente
invertidas para o descarte do sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 100 pL. de DMSO
(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) em cada poco, e as placas foram mantidas sob agitagéo por
aproximadamente 20 minutos até a total dissolucdo dos cristais. Por fim, realizou-se a leitura
da absorvancia em 570 nm (MOSMANN, 1983).

Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicata, para cada
concentragdo. Os dados obtidos foram transferidos para o software GraphPad Prism 6, no qual

gerou-se os graficos e realizou-se a analise estatistica para interpretacdo dos dados.

3.8.5. Predicdo de epitopos para células T — Ligacdo ao MHC classe 11

A predicdo de epitopos nas estruturas tridimensionais da collineina-1 nativa e
recombinante foi realizada na ferramenta online “Epitope Prediction and Analysis Tools, IEDB
Analysis Resource” (http://tools.iedb.org/main/tcell/) (BUI et al., 2005; NIELSEN et al., 2007),
para a classe de alelo MHC (complexo principal de histocompatibilidade) classe Il. Assim, a
sequéncia de aminoéacidos da collineina-1 recombinante foi submetida e os parametros para a
anélise foram determinados.

Para a analise de possiveis epitopos, 0s seguintes parametros foram estabelecidos:

Espécie: Homo sapiens sapiens

e Classe de alelo: MHC classe Il

e Alelos utilizados na analise: DRB1*03:01; DRB1*07:01; DRB1*15:01,;
DRB3*01:01; DRB3*02:02; DRB4*01:01; DRB5*01:01

e Tamanho dos epitopos: 15 residuos
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Os resultados foram apresentados em forma de tabela, classificando os epitopos de
acordo com a sua classificacdo de imunogenicidade. Em seguida, os peptideos com maior

pontuacdo foram destacados na estrutura da collineina-1.

3.8.6. Avaliacdo da imunogenicidade das diferentes formas da collineina-1 em

camundongos

Os ensaios em animais descrito neste item foram realizados de acordo com orientacdes
dos principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP),

sob o protocolo n® 17.1.64.60.0, conforme certificado de aprovacdo (Anexo D).

3.8.6.1. Tratamento dos animais com as diferentes formas da collineina-1

Para este ensaio, foram utilizados 25 camundongos, da linhagem BALB/c, entre oito e dez
semanas de vida, pesando entre 22 e 25 g. Os animais foram separados em cinco grupos (1:
controle negativo; 2: collineina-1; 3: PEG-collineina-1; 4: rCollineina-1 e 5: PEG-rCollineina-
1. Os animais dos grupos de 2 a 5 foram imunizados quatro vezes com uma dose de 2
nmol/animal, nos dias 0, 3, 10 e 17 com as diferentes formas da collineina-1. No grupo 1, foram
administrados apenas 100 pL de salina, seguindo 0 mesmo cronograma dos dias para 0s grupos
2-5. Todas as substancias foram administradas via intramuscular, no biceps femoral da pata
traseira esquerda do animal.

No 19° dia ap6s o inicio do tratamento, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com 60 mg/Kg de ketamina (Dopalen, Agripands Brasil Ltda®, Brasil) e
8 mg/Kg de xilazina (Rompun, Bayer Animal Health®, Brasil) para coleta das amostras de 0,5
mL de sangue pela cavidade retro-orbital. Apds a coleta os animais foram rapidamente
eutanasiados por decapitacao.

3.8.6.2. Avaliagéo da producdo de anticorpos utilizando ensaio de imunoabsorcéo

enzimatica (ELISA - Enzime-Linked Immunosorbent Assay)

Para a avaliagcdo da producéo de anticorpos contra as diferentes formas da collineina-1,

foi realizado ensaio imunoenzimatico de ELISA indireto. Assim, uma microplaca de 96 pocos
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de fundo plano (Costar®, Corning Incorporated, NY, EUA) foi sensibilizada com 2 pg de cada
proteina (collineina-1, PEG-collineina-1, rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1) diluidas em
tampéo carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6 (volume total por poco de 100 uL) e incubada a
4 °C, por 16 horas. Como controle positivo, pocos da placa foram sensibilizados com 2 pL de
soro de um camundongo néo tratado. Como controle negativo, foram utilizados pocos néo
sensibilizados, ou seja, apenas com 100 pL de tampé&o carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6.

Ap0s a incubacéo, o conteudo dos pogos foi descartado e a placa foi lavada trés vezes
com PBS. Em seguida, os pogos foram bloqueados com 250 uL de leite em p6 (Molico, Brasil)
2%, diluido em PBS (MPBS), a 37 °C, por 2 horas. A placa foi lavada trés vezes com PBS-
Tween (PBS-T) 0,05% e trés vezes com PBS. Posteriormente, a placa foi incubada a 37 °C, por
uma hora, com 100 pL de solugdes contendo o soro dos animais dos cinco grupos, em cinco
diluicdes diferentes: 1:50; 1:150; 1:450; 1:1350 e 1:4050, diluido em MPBS 1%. A placa foi
novamente lavada como descrito anteriormente. Apos esta lavagem, a placa foi incubada com
100 pL de anticorpos policlonais anti-mouse, marcados com peroxidase (anti-mouse, 1IgG-HRP,
A9044, Sigma-Aldrich, EUA) diluidos 1:3.000 em MPBS 1%.

Apds uma hora de incubacao a temperatura ambiente, a placa foi novamente lavada trés
vezes com PBS-Tween e trés vezes com PBS. Em cada pogo foram adicionados 100 pL de
substrato OPD — H.O> (SIGMAFAST OPD tablet, SLBM4528V, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), diluido em 20 mL de agua deionizada e ureia (tampdo SIGMAFAST com ureia,
H202, 021M8224, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), conforme instrucGes do fabricante.
Aguardou-se cerca de 15 minutos para o desenvolvimento de cor ao abrigo de luz, sendo esta
reagdo interrompida com 50 pL de HSOs 1 M (Merck®, Sdo Paulo, Brasil). A leitura da
absorvancia foi realizada em 490 nm, em leitor de microplacas (Sunrise-basic Tecan, Swiss).
O ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram analisados por analise de variancia

(ANOVA) seguida de uma analise post-hoc por meio do teste de Tukey (p < 0,05).

3.9. Analise estatistica

A analise dos dados e dos gréficos dos passos cromatogréaficos para a purificacdo das
diferentes formas da toxina foi realizado utilizando o programa Origin Pro versdo 9.0
(OriginLab Corporation, EUA). Para a determinacdo das significancias entre as médias, foi
empregada a analise de variancia a um critério (ANOVA one-way). O teste “t” student foi

utilizado para calcular a significancia da diferencga entre duas médias para dados ndo pareados.
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Os dados estatisticos foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0
(GraphPad software, Inc., EUA). Para os demais calculos envolvendo transformagdes
numéricas e proporcdes matematicas, foi empregado o programa Microsoft Excel 2016
(Microsoft Corporation, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Purificacéo da collineina-1 nativa a partir da peconha bruta de C. d. collilineatus

O fracionamento da peconha bruta de C. d. collilineatus, em coluna de fase reversa
semipreparativa C18, resultou na obtencéo de 43 picos, denominados de 1 a 43. De acordo com
estudos anteriores (OLIVEIRA et al., 2019), a collineina-1 é encontrada na fragdo 32 (Fig. 25),
eluida com aproximadamente 51% da solucdo B (ACN 80% + TFA 0,1%). Deste modo, esta

fracdo foi recolhida, liofilizada e separada para a préxima etapa cromatogréafica.
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Figura 25. Perfil cromatografico da peconha bruta de C. d. collilineatus em coluna de fase
reversa C18 semipreparativa. A coluna (250 x 10 mm) foi equilibrada com TFA 0,1%
(solucdo A) e a amostra foi eluida com um gradiente segmentado (linha vermelha) de
acetonitrila até 100% de solucdo B (ACN 80% e 0,1% TFA). Vazdo de 5 mL/min. Temperatura:
25 °C. As fragOes foram separadas de acordo com os picos de absorvancia em 280 nm.

Na segunda etapa cromatogréfica, em coluna de fase reversa C4, foram obtidas duas
fracOes — denominadas, respectivamente, C1 e C2 (Fig. 26). A fragdo contendo a proteina nativa
(C2) foi confirmada por SDS-PAGE, que apresentou uma banda eletroforética na faixa de 30
kDa (Inserto, Fig. 26) e por espectrometria de massas, na qual foi observado um ion com m/z
de 29.474 (Fig. 27).
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Figura 26. Perfil cromatogréafico da fracdo 32 em coluna de fase reversa C4. A coluna de
fase reversa C4 (250 x 4 mm) foi equilibrada com TFA 0,1% (solucdo A) e a amostra foi eluida
com gradiente segmentado (linha vermelha) de acetonitrila até 100 % da solucéo B (acetonitrila
80% e TFA 0,1%), sob vazéo de 0,7 mL/min. Volume coletado por tubo: 500 pL. Temperatura:
25 °C. Inserto: SDS-PAGE a 13,5%. PM: Padrédo de massa molecular de 97,4 a 14,4 kDa. C1
e C2 sdo correspondentes aos picos obtidos na etapa cromatografica.

Tabela 2. Recuperacéo da collineina-1 nativa da pegonha de C. d. collilineatus nos passos
cromatogréficos utilizados para o seu isolamento.

collineina-1 nativa

Passo cromatografico

Massa (mg) Recuperagéo (%)
Peconha bruta 50 100
RP-FPLC - Coluna C18 1,07 2,14
RP-FPLC - Coluna C4 1,05 2,09

Embora a cromatografia em fase reversa possa levar a desnaturacdo de algumas
proteinas, por conta da exposicéo a acetonitrila e acido trifluoroacético utilizados no processo
cromatografico, as SVSPs néo sédo afetadas significativamente pelo uso destes componentes.
Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que SVSPs isoladas da peconha de Bothrops
jararaca, utilizando cromatografia em fase reversa, mantiveram cerca de 85% de sua atividade
proteolitica (SERRANO et al., 2000). Adicionalmente, Boldrini-Franca e colaboradores (2015)
demonstraram que a collineina-1 mantém elevado percentual de atividade catalitica durante o

processo de purificagéo, utilizando cromatografia em fase reversa. As SVSPs possuem doze
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residuos de cisteina em sua sequéncia de aminoacidos, envolvidos em seis liga¢Oes dissulfeto
(PARRY, M. A. et al., 1998), o que auxilia na manutencdo da estrutura terciaria da proteina,
mesmo em condi¢des drasticas, como o uso de solventes organicos. Os resultados obtidos neste
trabalho, sobre os possiveis efeitos da acetonitrila na relacao estrutura-atividade da collineina-
1, estdo discutidos no item 4.5.1.

A recuperacdo da collineina-1, a partir de 50 mg de pegonha, é de 2,09%, ou seja,
aproximadamente 1,05 mg (Tab. 2). Este resultado esta de acordo com a analise proteébmica
realizada por Boldrini-Franca e colabores (2010), a qual indica que a proporcdo de
serinoproteases na peconha bruta de C. d. collilineatus é de 1,9%.

A massa teorica da collineina-1, levando em consideracao sua estrutura primaria, é de
26.683,46 Da, de acordo com os dados fornecidos pela ferramenta ProtParam do portal Expasy
(WILKINS et al., 1999). Entretanto, a massa obtida na espectrometria de massas foi de 29.474
Da (Fig. 27), uma diferenca de 2.790,54 Da. Esta diferenca observada é devida a presenca de

glicosilagdes na proteina, propriedade discutida no item 4.3.
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Figura 27. Espectro de massas da fragdo C2 obtido por MALDI-TOF. A amostra foi
analisada no espectrémetro de massas Ultraflex 11 e o espectro de massas foi obtido no modo
refletido positivo. Para essa analise, a amostra foi cocristalizada com a matriz de 2,5-
dihidroxibenzéico (DHB).
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A espectrometria de massas da fragcdo C2 revelou apenas um ion, conforme descrito
anteriormente. Adicionalmente, o SDS-PAGE desta fracdo mostra apenas uma banda
eletroforética. Desta maneira, o processo de purificacdo da collineina-1 nativa foi padronizado
utilizando-se dois métodos cromatograficos, empregando a cromatografia em fase reversa, em
coluna C18 para o fracionamento da peconha bruta de C. d. collilineatus e coluna C4 para o
fracionamento da fragdo 32, na qual se obteve a enzima de interesse purificada no pico C2.

4.2. Expressao e purificagcdo da collineina-1 recombinante

O uso da levedura metilotréfica P. pastoris como célula hospedeira para a expressao de
proteinas recombinantes tem se tornado cada vez mais comum. Esta espécie, além da sua
facilidade de manipulacdo genética, apresenta altas taxas de densidade celular, favorecendo a
obtencdo em larga escala de proteinas recombinantes, aliada a um baixo custo de producao
(DALY e HEARN, 2005). Na literatura, € possivel encontrar numerosos trabalhos cientificos
nos quais essa levedura é empregada a fim de obter proteinas recombinantes (GURKAN e
ELLAR, 2005; SANTOS-FILHO et al., 2014; BERTHELEME et al., 2015; PRADNIWAT e
ROJNUCKARIN, 2015; KARNAOURI et al., 2017; LIANG et al., 2017; LI et al., 2019;
VIJAY et al., 2020), mostrando, assim, sua importancia como ferramenta na obtengdo de
biomoléculas com potencial biotecnoldgico.

A expressdo da collineina-1 recombinante foi realizada segundo Boldrini-Franca e
colaboradores (2015), com modificacGes. No protocolo original, a enzima foi obtida em meio
BMM (1,34% YNB, 4 x 10° M de biotina, 1% metanol, 100 mM fosfato de potassio pH 7,0).
Entretanto, nestas condi¢des, ndo era possivel a purificacdo da proteina recombinante por
cromatografia de afinidade a ions metélicos imobilizados (IMAC), pois ndo havia interacdo da
proteina com a fase estacionaria da coluna cromatografica. A hipdtese mais provavel
apresentada pelos autores é de que a regido C-terminal, onde encontra-se a cauda de poli-
histidina, é clivada por proteases endogenas da levedura nas condi¢fes de expressdo em meio
BMM, impossibilitando, assim, sua purificacdo através de cromatografia de afinidade. Além
disso, a proteina exibia baixa solubilidade, apresentando um rendimento em solucdo inferior ao
necessario para testes in vivo. Desta maneira, a proteina foi expressa em meio BMGY (1%
extrato de levedura, 2% peptona, 1,34% YNB, 4 x 10° M biotina, 1% glicerol, 100 mM fosfato

de potassio pH 6,0), no qual os problemas acima mencionados foram solucionados.
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No gene que codifica a collineaina-1, o Open Reading Frame (ORF) codifica uma
proteina de 262 residuos de amino&cidos, incluindo um peptideo sinal de 18 residuos, um pro-
peptideo de 6 residuos e um dominio serinoprotease de 238 residuos. O vetor de expressdo
possui uma regido que codifica um peptideo que sinaliza a excrecdo da proteina para 0 meio
extracelular, denominado fator a (BRAKE et al., 1984), além da cauda de poli-histidina na
regido C-terminal da proteina (LOUGHRAN e WALLS, 2011). Deste modo, a primeira etapa
cromatografica, utilizando a técnica de afinidade a ions metalicos imobilizados (IMAC), foi
feita utilizando o meio de cultura previamente centrifugado e filtrado como material de partida.

Para a eluicdo do material aderido & fase estacionaria, foi utilizado um gradiente
descontinuo de imidazol (0 a 250 mM). As fragbes foram recolhidas de acordo com a
concentracdo deste componente, sendo que para cada uma, dois volumes de coluna, totalizando
10 mL, foram aplicados. Cada volume de coluna (CV) foi considerado uma fracdo distinta.
Apos a cromatografia, um SDS-PAGE a 13,5% foi utilizado para avaliar em qual fracdo a
collineina-1 estava presente.

A técnica cromatogréafica de afinidade a ions metalicos imobilizados na fase estacionaria
foi escolhida, uma vez que é a mais utilizada para a purificacdo de proteinas recombinantes
contendo cauda de poli-histidina, como é o caso da rCollineina-1 (CHAGA, 2001). Essa
metodologia é fundamentada na interacdo do anel imidazol dos residuos de histidina, presentes
na porcdo C-terminal da proteina, com o niquel imobilizado na fase estacionaria da coluna.
Desta maneira, como esta cauda encontra-se na por¢do C-terminal da proteina, ha uma forte
interacdo destes residuos com a fase estacionaria, enquanto 0s outros compostos presentes nao
apresentam tal capacidade de interacdo. Assim, eles sdo eluidos nos processos de lavagem da
coluna apds a aplicacdo da amostra. Por outro lado, a proteina recombinante é eluida quando
ha a aplicacdo do gradiente de imidazol na fase mével (LOUGHRAN e WALLS, 2011).

Conforme dados de estudos anteriores (BOLDRINI-FRANCA et al., 2019), a
rCollineina-1 corresponde a banda destacada por uma caixa na figura 28, uma vez que esta ndo
era observada na linhagem da levedura ndo transformada com o vetor de expressdao da
rCollineina-1. Além disso, essa banda apresenta massa molecular proxima a esperada, na faixa

de 30 kDa, para a proteina recombinante.
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Figura 28. Perfil da SDS-PAGE (13,5%) das fragdes coletadas na cromatografia de
afinidade a ions metalicos mobilizados (IMAC). Corrida de 1,5 h a 110V, 8,2 mA, corado
com Coomassie™ Brilliant Blue G-250 PM: padréo de massas moleculares de 97 a 14,4 kDa.
Conteudo dos pogos dos geis: A: 1) PM; 2) Meio de cultura eluido da coluna cromatografica
— material que ndo interagiu com a fase estacionaria; 3) Material eluido com 2 CV de tampéo
A apds aplicacdo da amostra; componentes eluidos com imidazol: (4 e 5) 10 mM; (6 e 7) 25
mM; (8 e 9) 50 mM. B: 1) PM; componentes eluidos com imidazol: (2) 50 mM; (3 e 4) 75 mM;
(5 e 6) 100 mM; (7, 8 e 9) 250 mM. Destaque retangulo: banda correspondente a collineina-1
recombinante. Seta: rCollineina-1 com diferente padréo de glicosilacao.

O sequenciamento amino-terminal das duas bandas na regido de 30 kDa indicou a
mesma sequéncia de aminoacidos referente a collineina-1 (Tab. 3). Neste contexto, a presenca
da banda indicada pela seta (Fig. 28) pode ser explicada devido a diferencas no contetdo de
carboidratos adicionados a proteina.

Tabela 3. Sequenciamento amino-terminal dos residuos de aminoacidos das duas bandas
eletroforéticas obtidas na producao heteréloga da rCollineina-1. Os residuos destacados em
quadros pretos representam aqueles identificados durante o processo de sequenciamento,
enquanto os vermelhos representam aqueles adicionados a sequéncia da proteina durante o
processo de clonagem e expressao heteréloga (epitopo cmyc e cauda de poli-histidina).

Massa molecular . . .
(kDa) Sequenciamento amino-terminal

VIGGDECNINEHNFLVALYEYIISQSFLCGGTMINGEEVIT AL NN g

VGVHDRSVQFDKEQRRFPKEKYFFNCRNNFTKWDKDIMLIRLNKPVSYSEHT
APLSLPSSPPIVGSVCRVMGWGTIKSPQETLPDVPHCANINLLDYEVCRTAH
PQFRLPATIRILCAGVLEGGIDTCHRDSGGPLICNGEFQGIVSWGDGSCAQP
DKPALYSKVFDHLDWIQNI IAGSETVNCPSAAASFLEQKLISEEDLNSAVDH
HHHHH

VIGGDECNINEHNFLVALYEYWSQBFLCGGTLINGEWVLTAAHCDRISHML TY|
VG HDRSVQFDKEQRRFPKEKYFFNCRNNFTKWDKDIMLIRLNKPVSYSEHT
APLSLPSSPPIVGSVCRVMGWGTIKSPQETLPDVPHCANINLLDYEVCRTAH
PQFRLPATIRILCAGVLEGGIDTCHRDSGGPLICNGEFQGIVSWGDGSCAQP

DKPALYSKVEDHLDWIQONITIAGSETVNCPSAAASFLEQKLISEEDLNSAVDH
HHHHH

30,346

33,318
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O processo de N-glicosilagdo é iniciado pela transferéncia de um oligossacarideo
(GlcsMangGIcNAC2) a um residuo de asparagina na sequéncia consenso N-X-S/T (AEBI,
2013). Em seguida, residuos de manose podem ser incorporados a este ndcleo, de forma a
estender a estrutura do carboidrato (BRETTHAUER e CASTELLINO, 1999). Entretanto, a
inducdo exacerbada da producgdo de proteinas heterélogas pode causar um estresse no reticulo
endoplasmatico da levedura, levando a diferengas no processamento da proteina expressa
(HOHENBLUM et al., 2004; PUXBAUM et al., 2015). Ademais, a fim constatar a presenca de
glicosilaces nestas proteinas, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida, nas
mesmas condi¢fes anteriores, porém corado com acido periodico e reagente de Schiff,
explicado adiante no item 4.3.

De acordo com o perfil eletroforético (Fig. 28), este passo cromatografico nao foi
suficiente para a purificacdo da rCollineina-1, uma vez que ha a presenca de uma banda difusa
na faixa de 45 kDa, indicando a presenca de contaminantes. Acredita-se que possa ter havido a
formagdo de agregados da collineina-1 recombinante com outras proteinas sintetizadas pela
levedura, impedindo sua purificacdo com apenas um passo cromatografico. Assim, as fracdes
nas quais a enzima recombinante esta presente foram agrupadas, dessalinizadas, liofilizadas e
submetidas ao segundo passo cromatografico, realizado em coluna de troca catiénica fraca
CMC-52.

Nesta segunda etapa cromatogréfica, foram obtidas seis fracGes, denominadas CM1-
CM6 (Fig. 29). A SDS-PAGE a 13,5% dos componentes presentes nas fragcdes CM4, CM5 e
CMB®, obtidas na segunda etapa cromatogréafica, (Fig. 30) indica a presenca de duas bandas
proximas a 30 kDa na fracdo CM6. As proteinas de maior massa molecular, provenientes da
levedura P. pastoris, estdo concentradas nas fragbes CM4 e CM5. Entretanto, estas fragdes
eluiram em tempos muito semelhantes, ndo sendo possivel concluir o processo de purificacao

da enzima recombinante.
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Figura 29. Perfil cromatografico dos componentes eluidos entre 50 e 75 mM de imidazol,

em coluna de troca catiénica fraca CMC-52. Coluna de 20 cm x 4 cm, equilibrada com

tampado acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0 (tamp&o A). Os componentes da amostra foram eluidos

com gradiente descontinuo (linha vermelha) do tampéo B (acetato de sédio 1 M, pH 5,0), sob

vazdo de 0,5 mL/min. Temperatura: 25 °C. Volume coletado por tubo: 0,5 mL.

21,5

14,4

Figura 30. Perfil da SDS-PAGE (13,5%) das fracdes coletadas na cromatografia de troca
ibnica em coluna CMC-52. Corrida de 1,5 h a 110V, 8,0 mA, utilizando coloracdo com
Coomassie blue G250. 1) PM: padrdo de massas moleculares, com valores expressos em kDa.
2) e 3) CM4; 4) CM5; 5-10) CM6.
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A fim de finalizar o processo de purificacdo da rCollineina-1, a fragdo CM6 foi
recolhida, dessalinizada, concentrada e submetida a terceira etapa cromatogréafica (Fig. 31).
Este passo foi realizado em coluna MiniS 4.6/50 PE (GE LifeSciences®), de troca cationica

forte, buscando certificar a purificacdo da collineina-1 recombinante.
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Figura 31. Perfil cromatografico da fragdo CM6 em coluna Mini S 4.6/50 PE. Coluna de
4,6 mm x N/A, equilibrada com tampdo acetato de sddio 0,05 M, pH 5,0 (tampdo A). Os
componentes da amostra foram eluidos utilizando gradiente descontinuo do tampéo B (acetato

de sédio 1 M, pH 5,0), sob vazdo de 1 mL/min. Temperatura: 25 °C. VVolume coletado por tubo:
0,5 mL.

Na terceira etapa cromatografica, foram obtidos dois picos, denominados M1 e M2 (Fig.
31), sendo o pico M2 predominante. Esta fracdo foi eluida com aproximadamente 47% do
tampdo B, semelhante a fragdo CM6 da segunda etapa cromatografica, a qual corresponde a
rCollineina-1. Estas fracdes foram recolhidas, dessalinizadas, concentradas e submetidas a

analise de pureza utilizando uma SDS-PAGE a 13,5% (Fig. 32) e espectrometria de massas
(Fig. 33).
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Figura 32. Perfil da SDS-PAGE (13,5%) das fracgdes coletadas na cromatografia de troca
ibnica em coluna MiniS. Corrida de 1,5 h a 110V, 8,0 mA, utilizando coloracdo com

Coomassie blue G250. 1) PM: padréo de massas moleculares, com valores expressos em kDa.
2) Fracdo M1. 3-10: Diferentes tubos de elui¢do da fracdo M2,
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Figura 33. Espectro de massas da fracdo M2 obtido por MALDI-TOF. A amostra foi
analisada no espectrometro de massas Ultraflex Il e o espectro de massas foi obtido no modo
refletido positivo. Para essa determinagdo, a amostra foi cocristalizada com a matriz de acido
sinapinico.
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O perfil da SDS-PAGE das fracbes M1 e M2, obtidos na terceira etapa cromatografica,
indicam que a collineina-1 recombinante esta presente na fracdo M2, livre do seu contaminante,
0 qual esta presente nas fragcdes CM4 e CM5, obtidas na segunda etapa cromatografica. Além
disso, a espectrometria de massas da fracdo M2 (Fig. 33) apresenta apenas um composto, com
propor¢do m/z de 33.380,178. O segundo ion encontrado, com m/z de 16.690,089 corresponde
a proteina duplamente carregada (carga +2).

Assim, padronizou-se a purificacdo da enzima, em sua forma recombinante, atraves de
trés passos cromatograficos. O primeiro utilizando coluna de afinidade (IMAC), seguido de
uma troca cationica fraca, em coluna CMC52, e finalizando com uma coluna de troca i0nica
forte MiniS.

A partir da primeira etapa cromatografica, em coluna de afinidade (IMAC), foram
obtidos, do material de uma expressao em escala laboratorial, 3,75 mg da proteina recombinante
contaminada com proteinas provenientes do metabolismo celular da levedura Pichia pastoris.
Este material foi aplicado em mais duas etapas cromatogréaficas, como descrito anteriormente,
para a purificacdo da proteina recombinante. Assim, de acordo com os dados apresentados na
tabela 4, observa-se que a collineina-1 recombinante corresponde a 35,2% (1,32 mg) da massa
total do material de partida, obtido na primeira etapa cromatogréfica. Deste modo, o rendimento
de producdo desta proteina recombinante é de aproximadamente 13,2 mg de proteina por litro
de meio de cultura. Na expresséo da collineina-1 em meio BMM, realizada por Boldrini-Franca
e colaboradores (2015), o rendimento da expressdao foi de 56 mg/L, porém a proteina

apresentava diversos problemas em sua purificacao, estabilidade e solubilidade.

Tabela 4. Recuperagdo da collineina-1 recombinante nos passos cromatograficos
utilizados para o seu isolamento.

i collineina-1 recombinante
Passo cromatografico

Massa (mg) Recuperagéo (%)
Material obtido na cromatografia 3,75 100
de bancada por afinidade (IMAC)
Cromatografia de troca ibnica - 1,39 36,99
coluna CMC52
Cromatografia de troca iénica — 1,32 35,2

coluna Mini S
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Outras SVSPs, de diferentes serpentes, também foram expressas em sistema heterologo
utilizando a levedura P. pastoris. Yuan e colaboradores (2009) relataram um rendimento de 3,5
g/L de uma SVSP de Agkistrodon caliginosus, enquanto Zhang e colaboradores (2011)
obtiveram 315 mg/L de meio de expressao de uma SVSP de Agkistrodon rhodostoma e Yang e
colaboradores (2009) com um rendimento de 44,5 mg/L de uma SVSP de Gloydius
shedaoensis. Por outro lado, rendimentos menores também foram relatados, como o obtido por
Pradniwat e Rojnuckarin (2015), com 1,95 mg/L de uma SVSP de Trimeresurus albolabris e

Lietal. (2007), que expressaram uma SVSP de Bothrops atrox com um rendimento de 10 mg/L.

4.3. Avaliacéo da presenca de glicosilagdes na collineina-1

O processo de glicosilacdo de proteinas pode ser classificado em quatro tipos, baseados
na natureza da ligagdo quimica com o aminoacido receptor na estrutura: N-linked, O-linked, C-
mannosylation e ancoras GPI (glycosylphosphatidylinositol). A glicosilacdo de proteinas € um
processo biolégico complexo, finamente regulado e definido. O processamento destes glicanos
é uma das partes centrais do mecanismo de controle de enovelamento de proteinas durante a
sua producdo e envolve uma sequéncia particular de aminoacidos (SOARES e OLIVEIRA,
2009).

Muitas das glicoproteinas encontradas em peconhas de serpentes pertencem a classe das
serinoproteases. Essas proteinas apresentam, como discutido anteriormente, uma gama de
propriedades bioguimicas e estruturais, especialmente no que diz respeito as suas massas
moleculares. Neste quesito, ha diversos relatos de proteinas com massas moleculares entre 25
e 70 kDa, embora suas estruturas primarias indiguem uma massa molecular em torno de 28
kDa. Esta disparidade sugere que as modificacBes pds-traducionais desempenham um papel
importante nesta propriedade fisico-quimica, entre as quais o processo de glicosilacdo pode ser
um dos mais proeminentes (SAKAI et al., 2006). Como exemplo da influéncia deste tipo de
modificacdo pos-traducional, a enzima Bothrops protease A, presente na peconha de B.
jararaca, possui massa molecular predita em torno de 25 kDa. Entretanto, a massa molecular
encontrada foi de 67 kDa, implicando que aproximadamente 62% do total da massa molecular
desta enzima é devido a presenca de glicosilagdes em sua estrutura (MURAYAMA et al., 2003).

A fim de confirmar a presenca de glicosilacGes nas formas nativa e recombinante da
collineina-1, foi feito um gel de SDS-PAGE (13,5%), corado com reagente de Schiff (Fig. 34).

Este reagente, aliado ao 4cido periodico, € uma importante ferramenta para avaliar a presenca
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de polissacarideos em proteinas, marcando, assim, suas possiveis glicosilagdes. A reagdo com
0 acido periodico oxida os diois vicinais destes aglcares, 0 que leva a uma série de ligacGes
subsequentes, formando aldeidos livres que interagem com o reagente de Schiff, criando uma
coloracdo magenta-avermelhada no gel (CLARKE, 1964). Ao analisar os resultados, observa-
se que ambas as formas, nativa e recombinante, da collineina-1 apresentam aglcares em sua

estrutura, uma vez que € possivel a visualizagdo de bandas coradas com o reagente utilizado.

PM 1 2

97,4
662

31,0

21,5

14,4

Figura 34. Perfil da SDS-PAGE (13,5%) da collineina-1 nativa e recombinante, corado
com acido periddico e reagente de Schiff, para marcar glicoproteinas. Corrida de 1,5 h a
110 V, 8,7 mA. PM: padrdo de massas moleculares, com valores expressos em kDa. 1)
rCollineina-1 e 2) collineina-1. A area destacada representa a coloracdo das enzimas pelos
reagentes utilizados, demonstrando a presenca de glicoproteinas nas amostras.

A ferramenta in silico NetNGlyc indicou um possivel sitio de N-glicosilacdo na posicéao
81 (sequéncia NFTK na estrutura primaria da collineina-1), com um potencial de 0,6897, acima
do limiar de 0,5 estipulado pelo algoritmo (Fig. 35). Este resultado reforca a necessidade de
determinar os padrdes de glicosilacdo apresentados pela enzima nas suas formas nativa e
recombinante, a fim de determinar quais sdo as diferencas apresentadas nestas estruturas, uma

vez que sdo produzidos por organismos diferentes.
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Name: collinein-1 Length: 238
VIGGDECNINEHNFLVALYEYWSQSFLCGGTLINGEWVLTAAHCDRKHILIYVGVHDRSVQFDKEQRRFPKEKYFFNCRN 80
NFTKWDKDIMLIRLNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCRVMGWGTIKSPQETLPDVPHCANINLLDYEVCRTAHPQFR 160
LPATIRILCAGVLEGGIDTCHRDSGGPLICNGEFQGIVSWGDGSCAQPDKPALYSKVFDHLDWIQNIIAGSETVNCPS
................................................................................ 80
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Figura 35. Analise de possiveis sitios de N-glicosilacdo da collineina-1 pela ferramenta in
silico NetNGlyc. A pontuacdo minima para que uma proteina seja considerada glicosilada, em
determinada posicdo em sua sequéncia, € de 0,5 (threshold), marcado pela linha horizontal em
vermelho. A barra verde ilustra o potencial de glicosilacdo encontrado (0,6897), na posicéo 81,
na sequéncia da proteina.

A glicosilacdo consiste na adicdo de agucares as proteinas e € um dos mais complexos
tipos de modificacbes pods-traducionais presentes em células eucaridticas. Esta adicdo
desempenha fungbes importantes em processos bioldgicos, auxiliando desde o enovelamento
correto de determinada proteina até sua localizacdo celular e reconhecimento de substratos
(HEBERT et al., 2005; SOARES e OLIVEIRA, 2009).

Especificamente para SVSPs trombina-simile, foi demonstrado que a N-deglicosilacéo
de uma enzima deste tipo, presente na peconha de B. barnetti, faz com que ela perca sua
atividade enzimatica, além de diminuir sua estabilidade térmica (VIVAS-RUIZ et al., 2013).
Similarmente, uma SVSP isolada da peconha de B. jararacucu apresentou grande queda na sua
atividade enzimaética e termoestabilidade (SILVA-JUNIOR et al., 2007). Desta forma, a
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diferenca apresentada entre a massa tedrica e a obtida através da espectrometria de massas da
collineina-1, juntamente com o possivel sitio de N-glicosilagdo da proteina e os dados
encontrados na literatura, reforcam a proposicao de que se trata de uma glicoproteina.

N-glicosilacBes ocorrem, predominantemente, nas sequéncias N-X-T/S, na qual X pode
ser qualquer residuo de aminoacido, exceto prolina (GAVEL e VON HEIINE, 1990; CHUANG
et al., 2012). O papel da porgéo de carboidratos na relagéo estrutura-funcdo das SVSPs ainda
ndo foi completamente compreendido. Em muitos casos, foi demonstrado que a N-glicosilacéo
interfere na atividade catalitica dessas enzimas (COSTA et al., 2009). Zhu e colaboradores
(2005) apontam que a diferenca catalitica entre duas SVSPs de Agkistrodon acutus pode estar
relacionada com carboidratos distintos ligados a residuos proximos ao sitio ativo destas
moléculas. Resultados semelhantes foram encontrados para uma SVSP de B. jararacucu, a qual
apresentou atividade 50% menor sobre o fibrinogénio quando deglicosilada (SANT'ANA et al.,
2008). Entretanto, também ha relatos que a glicosilacdo destas enzimas seja mais importante
para a sua estabilidade do que para sua atividade catalitica (KOMORI e NIKALI, 1998).

4.4. Obtencao das formas PEGladas da collineina-1 nativa e recombinante

A técnica de PEGIlacdo, processo que consiste na conjugacdo de cadeias de
polietilenoglicol (PEG) a biomoléculas, é considerada promissora visando aumentar o potencial
terapéutico e biotecnolégico de peptideos e proteinas (DA-SILVA-FREITAS et al., 2015;
WAN, X. et al., 2017). Essencialmente, todas as proteinas utilizadas na terapéutica podem
apresentar algum tipo de resposta imunoldgica, devida a sua natureza exdgena ao organismo
humano (GEFEN et al., 2013). Deste modo, visando a aplicacdo futura da collineina-1 como
possivel agente terapéutico, buscou-se a modificacdo quimica desta proteina com a PEGlacéo.

Para obter uma popula¢do mono-PEGIlada da collineina-1 nativa e recombinante, isto &,
a ligacdo de uma unica molécula de mPEG-maleimide para cada molécula de proteina, foi
utilizado o protocolo padronizado por DA-SILVA-FREITAS e colaboradores (2015), com
modificagcdes. Apos a reacdo, realizou-se o processo de purificacao das proteinas PEGladas, em
sistema FPLC utilizando coluna de fase reversa C4.

No processo de purificagdo da collineina-1 nativa PEGlada (PEG-collineina-1, Fig. 36),
foram obtidas trés fragcdes, denominadas P1 a P3. A fim de avaliar se a presenca de mais de
uma fracdo era devida a algum tipo de contaminacdo dos reagentes utilizados no processo, as
trés fragdes foram analisadas em gel de SDS-PAGE a 10% (Fig. 37).
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Figura 36. Perfil cromatografico da PEG-collineina-1 em coluna de fase reversa C4.
Coluna de fase reversa C4 equilibrada com solugdo de TFA 0,1% (solugdo A), eluida com
gradiente de concentracao de acetonitrila (linha vermelha) até 100 % de solucdo B (ACN 80%
+ TFA 0,1%), sob vazdo de 0,7 mL/min. Temperatura: 25°C. Volume coletado por tubo: 500

ML.
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Figura 37. Perfil da SDS-PAGE (10%) das fracfes coletadas na cromatografia em fase

reversa da PEG-collineina-1. Corrida de 1,5 h a 110V, 8,0 mA, utilizando coloragdo com

Coomassie Blue G250. PM: padréo de massas moleculares, com valores expressos em kDa. 2)
vazio; 3 e 4) P1; 5e 6) P2; 7) P3 8) collineina-1 nativa ndo-PEGIlada.

As fracOes P2 e P3 apresentam massas semelhantes, conforme observado no gel de SDS-

PAGE (Fig. 37). N&o foram encontradas outras bandas nestas fragdes, o que indica a auséncia
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de contaminantes, encontrados na fracdo P1. A massa molecular apresentada pelas proteinas
presentes nas fragdes P2 e P3 é maior do que aquela apresentada pela proteina nativa nao-
PEGlada, confirmando o processo de PEGlacdo desta enzima. De acordo com os dados de
recuperacdo, apresentados na tabela 5, das fracdes P2 e P3, observa-se que o rendimento desta

reacdo é de 70,6%.

Tabela 5. Recuperacdo da collineina-1 nativa PEGlada nos passos cromatograficos
utilizados para sua purificacéo.

o collineina-1 nativa PEGlada
Passo cromatografico

Massa (mg) Recuperagéo (%)
Meio reacional de PEGlacéo 1,00 100
RP-FPLC - Coluna C4 (P2+P3) 0,71 70,6

Apds a PEGIlacdo da proteina em sua forma nativa, seguiu-se para a obtencdo da
proteina recombinante PEGlada (PEG-rCollineina-1). Assim, foram realizados 0os mesmos
procedimentos padronizados para a proteina nativa, devido as caracteristicas estruturais comuns
as duas moléculas.

No processo de purificacdo da PEG-rCollineina-1, foram obtidas cinco fracGes,
designadas R1 a R5 (Fig. 38). A fim de avaliar se a presenca de mais de uma fragéo era devida
a algum tipo de contaminacdo dos reagentes utilizados no processo, as trés fragdes foram
submetidas a SDS-PAGE a 10% (Fig. 39).
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Figura 38. Perfil cromatogréafico da collineina-1 recombinante PEGlada (PEG-
rCollineina-1) em coluna de fase reversa C4. Coluna equilibrada com solucéo de TFA 0,1%
(solucdo A), eluida com gradiente de concentracao de acetonitrila (linha vermelha) até 100 %
de solucdo B (ACN 80% + TFA 0,1%), sob vazao de 0,7 mL/min. Temperatura: 25°C. Volume
coletado por tubo: 500 pL.
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Figura 39. Perfil da SDS-PAGE (10%) das fragdes coletadas na cromatografia em fase
reversa da PEG-rCollineina-1. Corrida de 1,5 h a 110V, 8,0 mA, utilizando coloragéo com
Coomassie Blue G250. PM: padréo de massas moleculares, com valores expressos em kDa. 2)
R1; 3) R2; 4) R3; 5) R4; 6) R5; 7) rCollineina-1 ndo-PEGIlada.
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As fracOes R2 e R3 contém a PEG-rCollineina-1, conforme dados obtidos na SDS-
PAGE (Fig. 39). As massas moleculares apresentadas no gel de eletroforese mostram um
aumento na massa molecular da proteina, confirmando, assim, seu processo de PEGlacdo. O
rendimento desta reacao é de 86,5%, de acordo com os dados de recuperacdo apresentados na
tabela 6.

Tabela 6. Recuperacdo da PEG-rCollineina-1 nos passos cromatograficos utilizados para
sua purificacao.

collineina-1 recombinante PEGlada

Passo cromatogréfico

Massa (mg) Recuperagéo (%)
Meio reacional de PEGlacéo 1,00 100
RP-FPLC - Coluna C4 (R2+R3) 0,87 86,5

Nos ultimos anos, peptideos e proteinas tém se tornado alvos de estudo visando o
tratamento de diversas patologias humanas. Entretanto, seus beneficios sdo limitados devido a
facilidade de degradacdo, imunogenicidade, agregacdo, entre outros problemas. Desde a
década de 1950, a modificacdo quimica de proteinas tornou-se uma pratica comum, visando sua
maior aplicabilidade terapéutica. Neste contexto, a PEGlacdo de proteinas surge como uma das
praticas mais comuns, visando a reducdo da imunogenicidade e de seus problemas decorrentes
(KODERA et al., 1998; MAIER et al., 2019).

Derivados de polietilenoglicol tém sido utilizados com sucesso para aprimorar as
propriedades farmacologicas e farmacocinéticas de proteinas terapéuticas (GREENWALD et
al., 2003; HOANG THI et al., 2020). O processo de PEGlacdo prolonga o tempo de circulagédo
de biofarmacos, uma vez que ha o aumento do seu raio hidrodinamico, assim como a reducao
no processo de filtracdo desses compostos nos rins (XUE et al., 2013). Além disso, observa-se
um aumento da estabilidade das proteinas e a reducdo de sua imunogenicidade (PISAL et al.,
2010).

Recentemente, diversas proteinas PEGladas foram aprovadas para uso clinico, incluindo
0 Esperoct® (fator VIII PEGlado), Oncaspar® (asparaginase PEGlada) e o Krystexxa® (uricase
PEGIlada) (SZLACHCIC et al., 2011; WYNN e GUMUSCU, 2016; WAN, X. et al., 2017).
Estes biofarmacos PEGlados apresentam maior eficacia terapéutica quando comparados com

suas moléculas ndo PEGladas. Deste modo, esta técnica de bioconjugacao tem sido considerada
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como promissora no desenvolvimento de novos medicamentos (VERONESE e MERO, 2008;
SANTOS et al., 2018).

Toxinas proteicas e peptidicas sdo consideradas uma fonte inestimavel para o
desenvolvimento de novos medicamentos, devido a sua habilidade de ligacdo em alvos
especificos (ZHAN et al., 2015; BOLDRINI-FRANCA et al., 2017; MUNAWAR et al., 2018).
Entretanto, apenas um estudo foi publicado, até 0 momento, envolvendo a PEGlacéo de toxinas
de serpente, buscando uma possivel aplicacdo terapéutica para SVSPs (DA-SILVA-FREITAS

et al., 2015), o que reforca a necessidade de novos estudos nesta area.

4.5. Caracterizagao estrutural
4.5.1. Avaliacdo da termoestabilidade

O enovelamento de proteinas é um processo de organizacdo molecular no qual um
polipeptideo, sem conformacdo definida, constitui-se em estrutura tridimensional
biologicamente funcional. A compreensdo dos mecanismos que levam a este fendbmeno é de
fundamental importancia para a biologia e areas afins. Além das propriedades intrinsecas das
interacdes intraproteinas, o enovelamento de proteinas é afetado por fatores extrinsecos, como
o ambiente de solvatacdo, incluindo a presenca de sais e pH utilizado. Assim, alteracdes na
classe do solvente podem levar a mudancgas em varios aspectos fundamentais de estabilidade
proteica (MATTOS e RINGE, 2001; CANCHI e GARCIA, 2013).

O processo de purificacdo de toxinas a partir de peconhas animais € realizado em um
ambiente desprovido de fatores potencialmente estabilizadores, como a presenca de sais e
outras proteinas encontradas na peconha bruta (MUNEKIYO e MACKESSY, 1998). Neste
contexto, ndo sdo raros 0s casos Nos quais proteinas apresentam perda de funcdo, além de
estabilidade reduzida, em determinadas condi¢Ges cromatogréaficas e solucBes utilizadas em
ensaios laboratoriais. Deste modo, é de extrema importancia identificar os componentes e
condicdes ideais de cada toxina, a fim de evitar e/ou recuperar a integridade e a atividade destas
moléculas.

A caracterizacdo de toxinas animais requer, muitas vezes, que estas sejam obtidas em
quantidades que v@o além daquela encontrada na peconha, na sua forma nativa. Assim, a
expressdo heteréloga de proteinas, bem como a sintese de peptideos em fase sélida, surgem

como ferramentas essenciais na obtencdo destes compostos. Entretanto, devido a diferentes
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padrBes de expressdo, além de outros fatores intrinsecos a cada sistema utilizado, as proteinas
recombinantes podem exibir caracteristicas estruturais e funcionais dispares aquelas
apresentadas pelas suas formas nativas (PUXBAUM et al., 2015).

A PEGlacéo, caracterizada como uma técnica de bioconjugacédo, também pode conferir
mudancas estruturais e funcionais importantes em proteinas e peptideos PEGlados. Diversos
trabalhos relatam ganho de atividade enzimatica (MONFARDINI et al., 1995; FEDERICO et
al., 2006), enquanto outros mostram atividades funcionais diferentes exibidas por proteinas
PEGladas, quando comparadas as suas formas nativas (PRADHANANGA et al., 2002).

Diante ao exposto, torna-se essencial a caracterizacdo estrutural de todas as formas da
proteina alvo deste trabalho, visto que se emprega uma proteina nas suas formas nativa,
recombinante e PEGlada. Com esta caracterizacdo, buscou-se avaliar se a expressao
recombinante da collineina-1, bem como a sua PEGlacdo, interfere na sua termoestabilidade.

O ensaio de estabilidade térmica baseado em fluorescéncia, (Thermal Shift Assay, ou
Thermofluor®), baseia-se no uso de componentes que fluorescem a partir da interagdo com
regides hidrofébicas de proteinas, que sdo expostas quando estas desnaturam e perdem sua
conformacéo original (BOIVIN et al., 2013). A intensidade da fluorescéncia é plotada em
funcéo da temperatura, gerando uma curva sigmoidal que pode ser descrita por uma transigéo
de dois estados (NIESEN et al., 2007). E importante enfatizar que este trabalho é pioneiro no
uso desta técnica na caracterizacdo da termoestabilidade de SVSPs, bem como na influéncia de
solventes organicos em sua estrutura terciaria. Assim, as quatro formas da enzima, (collineina-
1, PEG-collineina-1, rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1) foram submetidas a avaliacdo de
termoestabilidade, em diferentes solu¢des tamp&o, em uma faixa de pH de 5,0 a 10,0.

Em um primeiro momento, torna-se essencial destacar os dados de fluorescéncia obtidos
por cada forma da enzima. Em todas as condicGes testadas, a collineina-1, PEG-collineina-1 e
PEG-rCollineina-1 apresentaram valores elevados de fluorescéncia no inicio do experimento,
revelando a presenca de regides hidrofébicas expostas na superficie da proteina, caracteristica
ndo compartilnada pela rCollineina-1 (Fig. 40). Este cenario correlaciona-se com as
metodologias de purificacdo empregadas para cada forma da enzima. Enquanto a rCollineina-
1 é isolada a partir de cromatografias de afinidade e troca i6nica, as outras formas da enzima
sdo purificadas a partir de passos cromatograficos em fase reversa, utilizando acetonitrila para

a eluicdo dos componentes.
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Figura 40. Perfis de curva de termoestabilidade da collineina-1, PEG-collineina-1,
rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1, em diferentes condi¢des (pH 5,0 a 10,0). As cores em
destaque indicam o intervalo utilizado para o calculo do ponto de inflexdo, indicando a
temperatura na qual a proteina perde a sua estrutura terciaria. Os graficos ilustram os efeitos
obtidos em uma série de trés experimentos independentes (n=3).

As condicdes drasticas decorrentes do uso de solventes organicos causam a diminuigédo
do nimero de moléculas de agua na primeira camada de solvatacdo de proteinas e peptideos.
Consequentemente, as cadeias laterais dos aminoacidos polares se tornam mais rigidas, optando
por realizar interacBes intramoleculares com outros residuos, e ndo com o solvente. A

reorientagdo destes residuos, da superficie para o interior, aumenta o nimero total de ligac6es
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de hidrogénio e pontes salinas dentro da estrutura, tornando-a mais inflexivel quando
comparada a situacdo na presenca de solventes polares. Em contraste, as cadeias laterais de
aminoacidos ndo polares se tornam mais flexiveis, podendo levar a sua exposicdo na superficie
da proteina. Estas alteracdes podem causar modificacbes estruturais significativas na
conformagdo de determinadas proteinas, interferindo diretamente na estabilidade da estrutura
(WHITLEY et al., 1994; MCNAY et al., 2001; SOARES et al., 2003; YANG et al., 2004).

Devido a alta fluorescéncia inicial observada nas formas da collineina-1 purificadas em
fase reversa, pressupde-se que o uso de solvente organico apolar contribuiu para que ocorressem
mudancgas estruturais dentro do contexto apresentado anteriormente. Estes resultados
correlacionam-se, também, com os dados obtidos nos ensaios de dicroismo circular (item 4.5.4)
e cinética enzimatica (item 4.6.1), nos quais os dados estruturais e funcionais, respectivamente,
diferiram entre a rCollineina-1 e as outras formas da enzima (collineina-1, PEG-collineina-1 e
PEG-rCollineina-1). Comparando-se os dados obtidos pelas quatro formas da enzima (Fig. 41),
nota-se que todas apresentam temperaturas semelhantes de desenovelamento, indicando uma
semelhanca nos parametros de estabilidade. No conjunto analisado, o pH 5,0 foi a condicdo que
apresentou menor estabilidade, enquanto o pH 7,0 apresentou maiores temperaturas de
desenovelamento, evidenciando uma maior estabilidade para todas as formas da proteina (Tab.
7).

Tabela 7. Temperatura de desenovelamento (°C) da collineina-1, PEG-collineina-1,
rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1, em tampao acetato de sédio 50 mM (pH 5,0) e Tris-
HCI 50 mM (pH 7,0).

Condicdo  collineina-1  PEG-collineina-1  rCollineina-1  PEG-rCollineina-1
pH 5,0 63,4+ 0,4 60 £ 0,4 62,2+0,5 62,6 £ 0,4
pH 7 69,6 £0,2 67,8+0,3 67,7+0,2 69,8+£0,3
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Figura 41. Efeito de diferentes condigdes na termoestabilidade da collineina-1, PEG-
collineina-1, rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1. As amostras (0,25 mg/mL) foram aquecidas
de 25 a 95 °C, com aumentos graduais de 1 °C e espera de 1 min/ponto. As amostras foram
monitoradas através do sinal de fluorescéncia do corante SYPRO® orange (492/610 nm)
(Invitrogen®, Carlshad, California, EUA). Resultados apresentados como média + SD; SD:
desvio padrdo. * p<0,01, ** p<0,001, p<0,005, **** p<0,0001.

Com relagdo ao processo de PEGlacéo, os resultados apontam para a manutencao da
termoestabilidade das proteinas nativa e recombinante ap6s a bioconjugacdo ao
polietilenoglicol, com pequenas varia¢fes na termoestabilidade (Tab. 8). Interessantemente, a
PEGIacéo interferiu de maneira negativa na termoestabilidade da collineina-1, sendo que esta
variacdo é mais evidente em pHs basicos. Por outro lado, a PEGla¢do da rCollineina-1
aumentou a termoestabilidade desta forma da enzima, embora de maneira mais sutil, com

variaces semelhantes em todas as faixas de pH analisadas.
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Tabela 8. Valores de ATm relacionando a estabilidade das formas PEGladas e néo-
PEGIadas da collineina-1 nativa e recombinante, em diferentes valores de pH.

. collineina-1/PEG-collineina-1 rCollineina-1/PEG-rCollineina-1
Condicao ATm ATo
pH 5,0 -1,1 2,7
pH 6,0 -1,5 1,7
pH 7,0 -1,9 1,9
pH 8,0 -3,2 2,2
pH 9,0 -4,5 2,1
pH 10,0 -3,9 2,5

Supbe-se que estas variagfes nos valores de ATm encontradas nas formas nativa e
recombinante da collineina-1 também estejam relacionadas as alteragbes estruturais,
decorrentes dos diferentes processos de purificacdo empregados no isolamento destas
moléculas. Embora pequena, € importante enfatizar que a PEGlacdo da rCollineina-1 causou
uma alteracdo positiva na termoestabilidade desta forma da enzima, caracteristica diretamente
relacionada com a preservacdao de sua estrutura terciaria, fator importante associado a sua
possivel aplicacdo terapéutica.

A PEGIlacdo tem sido extensivamente utilizada como ferramenta para aumentar a
estabilidade térmica de proteinas. Resultados semelhantes aos da rCollineina-1 e PEG-
rCollineina-1 foram reportados na literatura, incluindo a citocina IFNa (POPP et al., 2011),
NEL-like molecule-1 (ZHANG et al., 2014), lisozima (LEE et al., 2015), Adnectin e CT-322
(PALM et al., 2011), as quais também apresentaram aumento nos parametros de
termoestabilidade apds o processo de bioconjugacao a derivados de polietilenoglicol.

Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que a forma nativa da collineina-1 mantém
sua atividade esterasica sobre o substrato TAME mesmo ap6s submetida a uma temperatura de
100 °C (BOLDRINI-FRANCA et al., 2015). As enzimas trombina-simile apresentam em sua
estrutura doze residuos de cisteina, envolvidos em seis ligagdes dissulfeto intramoleculares
(VALERIANO-ZAPANA et al., 2012), responsaveis por estabilizar a estrutura terciaria destas
proteinas. A presenca destas ligacdes pode ter participacdo na elevada termoestabilidade
apresentada pela enzima, caracteristica observada em outras enzimas da mesma classe, de
diferentes serpentes (GHORBANPUR et al., 2009; MENALDO et al., 2012; ZAQUEO et al.,
2014).
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Diversos estudos apontam que as alteragdes provocadas pela PEGlagéo, especialmente
na solvatagdo da superficie da proteina, desempenham um papel fundamental na estabilidade
conformacional de proteinas. No presente estudo, a conjugacao de mPEG-maleimide as formas
nativa e recombinante da collineina-1 ndo causou alteracbes significativas em sua
termoestabilidade. Ademais, destaca-se que a PEG-rCollineneina-1 é uma das formas que
apresenta maior temperatura de desenovelamento em todas as condi¢Oes testadas,
demonstrando alta estabilidade, elemento importante no avanco desta molécula como um

potencial biofarmaco.

4.5.2. Modelagem molecular

As peconhas de serpentes, especialmente aquelas pertencentes a familia Viperidae,
contém uma variedade de enzimas proteoliticas, sobretudo serino- e metaloproteases, que
apresentam similaridade estrutural com enzimas das mesmas classes, encontradas em
mamiferos. Como consequéncia, elas podem interferir em diversos efeitos fisioldgicos,
causando sintomas que sdo observados durante o quadro de envenenamento por estas espécies
(ZELANIS et al., 2015).

Atualmente, apenas cinco estruturas de SVSPs foram determinadas: Jararacussin-1, (B.
jararacucu), codigo PDB: 4GSO (ULLAH et al., 2013); Da-36 e AaV-SP-1 (Deinagkistrodon
acutus), cédigo PDB: 5XRF e 10PO0, respectivamente (ZHU et al., 2005); TSV-PA,
(Trimeresurus stejnegeri), cdédigo PDB: 1BQY (PARRY, M. A. et al., 1998) e ativador de
proteina C (Agkistrodon contortrix contortrix), codigo PDB: 2AIP (MURAKAMI e ARNI,
2005). Todavia, elas sdo modelos importantes para a modelagem de outras proteinas
semelhantes, pertencentes a mesma classe estrutural (SERRANO, 2013). De modo geral, a
estrutura das serinoproteases encontradas em peconhas de serpentes é semelhante aquelas das
enzimas quimotripsina-simile, na qual o sitio ativo esta localizado na jung&o dos seis conjuntos
de folhas beta, denominado de beta-barril (six stranded beta-barrels), além da presenca de cinco
ou seis ligacgdes dissulfeto (PARRY, M. A. A. et al., 1998).

Estudos que buscam a determinacéo da estrutura destas proteinas sao importantes no
ambito clinico, uma vez que a caracterizagéo destas moléculas auxilia no sucesso do tratamento
dos acidentes ofidicos. Ademais, a extensiva caracterizacdo destas biomoléculas é fundamental

para o desenvolvimento de novas terapias para distdrbios do sistema hemostatico.
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A determinacdo tedrica da estrutura da collineina-1 (Fig. 42) foi realizada através de
modelagem molecular, com auxilio da ferramenta online SWISS-MODEL, utilizando como
suporte estruturas cristalograficas de serinoproteases ja depositadas em bancos de dados. O
objetivo deste estudo prévio foi comparar a estrutura da collineina-1 com a estrutura de outras
SVSPs e estimar possiveis diferencas no enovelamento da proteina. A molécula molde,
empregada pelo programa para predizer a estrutura da collineina-1, foi uma serinoprotease
trombina-simile da espécie D. acutus (codigo de acesso ao PDB 5XRF), a qual apresenta uma
similaridade de 61,28% com a collineina-1. Essa estrutura foi resolvida a partir métodos

cristalograficos, a uma resolucio de 2,20 A.

Figura 42. Estrutura de modelagem molecular da collineina-1. Modelo estrutural obtido
utilizando a ferramenta online SWISS-MODEL. A estrutura foi colorida de acordo com o tipo
de estrutura secundaria: vermelho para alfa-hélices, azul para folhas beta e verde para voltas e
outros elementos.

A fim de avaliar a qualidade do modelo apresentado, utilizou-se os indices GMQE e

QMEAN, disponibilizadas pela ferramenta. A primeira, denominada estimativa da qualidade
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global do modelo (Global Model Quality Estimation), é um calculo que combina as
propriedades do alinhamento do alvo com o0 modelo empregado. A pontuacdo resultante é
expressa como um numero entre O e 1, refletindo a precisdo esperada da estrutura construida
com o alinhamento a molécula-molde. Desta forma, nimeros mais altos indicam maior
confiabilidade. O QMEAN é um indice elaborado com base em diferentes propriedades
geométricas e fornece estimativas de qualidade absoluta global (para toda a estrutura) e local
(por residuo), com base em um Gnico modelo. As pontuacGes proximas a zero indicam
concordancia satisfatdria entre a estrutura do modelo e as estruturas experimentais de tamanho
semelhante. Pontuacdes de -4 ou abaixo indicam modelos com baixa qualidade (BENKERT et
al., 2011).

O modelo proposto para a collineina-1 apresentou valor de GMQE de 0,82 e valor global
de QMEAN de -1,27, indicando boa qualidade do resultado obtido. A figura 43 indica a
estimativa de qualidade por residuo (painel A), além da comparacdo com outras estruturas
presentes no banco de dados PDB, com valor de QMEAN normalizado (painel B).

Local Quality Estimate Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

Predicted Local Similarity to Target
Normalized QMEAN4 Score

|Z-score|>2 e1<|Z-score|<2 e|Z-score|<1l vk model

40 160 180 200 500

80 100 120 140 200 300 400
Residue Number Protein Size (Residues)

Figura 43. indices de qualidade apresentados pela ferramenta online SWI1SS-MODEL.
(A) Estimativa de qualidade de cada residuo da molécula; (B) Comparacao do valor de QMEAN
do modelo proposto com valores normalizados de QMEAN de estruturas depositadas no banco
de dados PDB.

Quando alinhada com outras serinoproteases (PARRY, M. A. et al., 1998;
MURAKAMI e ARNI, 2005; ZHU et al., 2005), com os codigos no PDB 1BQY [Plasminogen
activator (TSV-PA), da espécie Trimeresurus stejnegeri], 2AIP (native protein C activator, da
espécie A. contortrix contortrix) e 10P0 (SVSP AaV-SP-l, da espécie A. acutus),
respectivamente, a collineina-1 apresenta similaridade superior a 60% com essas estruturas.

Estas moléculas apresentam, como principal caracteristica estrutural, a triade catalitica
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composta pelos residuos de serina, histidina e acido aspértico, destacados na estrutura da
collineina-1 (Fig. 44, painel B). O residuo de serina, responsavel pela formacéo do complexo
transitdrio acil-enzima, é estabilizado pelos outros dois residuos da triade. Ademais, 0 modelo
proposto da collineina-1 também conta com a presenca de seis liga¢bes dissulfeto (Fig. 44,
painel A), atributo Gnico das SVSPs trombina-simile (SERRANO e MAROUN, 2005).

Ser184

Figura 44. (A) Estrutura de modelagem molecular da collineina-1 com destaque para 0s
residuos de cisteina envolvidos em ligacdes dissulfeto intramoleculares. (B) Destaque para
os residuos do sitio catalitico. A estrutura em evidéncia foi aproximada e rotacionada em 90°,
para melhor visualizacdo dos residuos em questdo. A proteina foi colorida em azul, enquanto
os residuos em destaque estdo marcados em vermelho.
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A fim de procurar outras formas de sustentar o modelo proposto pelo SWISS-MODEL,
alinhou-se a estrutura de modelagem molecular obtida neste trabalno com a modelagem
realizada para a construcao do docking molecular da collineina-1 com o canal iénico hEAGL,
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2020). Ao analisar os dados obtidos (Fig. 45), nota-se

significativa similaridade entre as estruturas, dando maior credibilidade ao modelo proposto.

Figura 45. Sobreposi¢do das estruturas obtidas por modelagem molecular no SWISS-
MODEL (em vermelho) e nos estudos de docking molecular (em azul). As estruturas foram
sobrepostas utilizando o programa PyMol 2.3.4.

A modelagem molecular € uma poderosa metodologia para analisar a estrutura
tridimensional de macromoléculas com aplicacéo terapéutica e biotecnoldgica. E, muitas vezes,
0 primeiro passo para a caracterizagdo estrutural destas proteinas. Assim, a obtencdo da
estrutura tedrica da collineina-1 é um primeiro passo para a sua caracterizagdo estrutural,
oferecendo detalhes estruturais que podem ser empregados futuramente na compreensdo do

comportamento in vivo desta molécula.

4.5.3. Determinacdo do tamanho de particula através da técnica de DLS

Atécnica de DLS é empregada para detectar agregados em solugdes de macromoléculas,
além de fornecer o tamanho aproximado de proteinas, acidos nucleicos e outros compostos em
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solucdo (LORBER et al., 2012). Através desta metodologia, foi possivel determinar o indice de
polidispersividade em solucéo da collineina-1, PEG-collineina-1 e rCollineina-1 (Fig. 46).
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Figura 46. Tamanho de particula das diferentes formas da enzima. Collineina-1: 4,0 + 0,4
nm; PEG-collineina-1: 9,9 £ 1,1 nm, rCollineina-1: 4,9 £ 1,3 nm e PEG-rCollineina-1: 10,7 £
1,3 nm. Experimento realizado em triplicata, a 18 °C. Resultados apresentados como média +
SEM; SEM: desvio padrdo da média. **** p<0,0001.

A rCollineina-1 apresentou uma populacdo com tamanho de particula aproximado de
49 A um aumento de 9 A quando comparado a collineina-1 (40 A). Acredita-se que este
aumento seja devido, primariamente, a dois fatores: 1) os 27 residuos de aminoacidos
adicionais, inseridos no processo de clonagem e expressao da rCollineina-1 (epitopo cmyc e a
cauda de poli-histidina) e/ou 2) o contedo de carboidratos presente na enzima recombinante,
que é maior do que aquele presente na proteina nativa. Assim, esses fatores podem expandir 0
tamanho da proteina, sendo condizente com o acréscimo de 9 A observado pela molécula
recombinante.

A PEGIlacdo da collineina-1 nativa e recombinante aumentou consideravelmente o
tamanho da proteina em solucéo (Fig. 46). As proteinas ndo-PEGladas apresentam diametro
entre 40-50 A, compativel com o tamanho de uma proteina globular na faixa de 30-50 kDa
(ERICKSON, 2009). Por outro lado, ap6s a PEGlagdo, as proteinas exibem didmetro de
aproximadamente 100 A, demonstrando assim o aumento do raio hidrodinamico das proteinas
conjugadas ao derivado de polietilenoglicol.

Os derivados de polietilenoglicol sdo moléculas que apresentam alto grau de

hidrofilicidade, atraindo moléculas de agua ao seu redor. Este fendmeno, quando associado as
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proteinas, aumenta sua solubilidade, além de aumentar o seu raio hidrodindmico, um dos fatores
responsaveis pela diminuicdo da imunogenicidade e da degradacdo de proteinas PEGladas
(TURECEK et al., 2016).

O mPEG-maleimide, molécula utilizada para a PEGlacdo da collineina-1, apresenta
massa molecular de 5 kDa, caracterizada como uma molécula de cadeia simples, sem
ramificagdes (Fig. 47). O grupo maleimide, destacado na figura, € responsavel pela ligacdo a
cadeia lateral dos residuos de lisina da proteina, interagindo com o grupamento amina da cadeia

lateral deste aminoacido.
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Figura 47. Molécula do derivado de PEG methoxypolyethylene glycol maleimide. Destaque:
grupo maleimide, responsavel pela conjugacéo aos residuos de cisteina e/ou lisina de peptideos
e proteinas. Molécula desenhada pelo autor, utilizando o programa ChemDraw 9.1

A collineina-1 apresenta dez possiveis sitios de PEGlacao, em consequéncia da presenca
de dez residuos de lisina em sua estrutura (Fig. 48). De forma geral, esses residuos encontram-
se na superficie da proteina, acessiveis para a reacdo de conjugacdo ao mPEG-maleimide.
Estudos posteriores sdo necessarios a fim de determinar em qual residuo de lisina a PEGlacéo

esta ocorrendo nas formas nativa e recombinante da enzima.
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Figura 48. Estrutura de modelagem da collineina-1 nativa com os possiveis sitios de
PEGla¢do destacados. Aminoacidos destacados em vermelho: lisina — provéveis sitios de
ligagdo ao mPEG-maleimide.

Diferentes medicamentos PEGlados, ja disponiveis no mercado (Tab. 1), também
apresentam sitios inespecificos de PEGlagdo, como o Adagen®, Oncaspar®, Pegintron®,
Pegasys®, Somavert®, Mircera® e Krystexxa® (DOZIER e DISTEFANO, 2015; SANTOS et
al., 2018). Esta inespecificidade do sitio de PEGlacdo ndo é uma limitagdo para o avango da
caracterizagdo de novos farmacos, desde que se mostre que a conjugacao ao polietilenoglicol
ndo reduz a atividade do medicamento nem causa efeitos adversos no contexto clinico.
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4.5.4. Avaliacao do conteudo de estruturas secundarias

Os avancos recentes na area de bioinformatica, além do crescimento da area de biologia
estrutural, deu-se gracas ao advento de técnicas de DNA recombinante, as quais permitiram que
diferentes proteinas fossem obtidas em quantidades suficientes para sua caracterizacdo (KHAN
et al., 2016). Entretanto, torna-se essencial a obtengéo de dados estruturais nas condigfes em
que as proteinas realmente exercem a sua funcéo, o que ocorre geralmente em solucdo (KELLY
et al., 2005). Neste contexto, a técnica de dicroismo circular € uma excelente ferramenta para a
determinacdo de estruturas secundarias e enovelamento de proteinas em solucdo, obtidas
utilizando técnicas de expressao heterdloga ou purificadas a partir de diferentes tecidos ou
glandulas (GREENFIELD, 2006; CHAKRABORTY e LENTZ, 2012).

A determinacdo do contelido de estruturas secundarias foi obtida para as quatro formas
da enzima (collineina-1, PEG-collineina-1, rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1). A enzima
recombinante, obtida através da expressdo em P. pastoris, apresenta 27 residuos adicionais em
sua estrutura, referentes ao epitopo cmyc e a cauda de poli-histidina. Além disso, a glicosilacédo
efetuada por este tipo de levedura é diferente daquela realizada pela maquinaria celular da
glandula de pegonha (BRETTHAUER e CASTELLINO, 1999), o que também pode alterar a
conformacao estrutural da proteina.

Adicionalmente, a PEGlacdo é uma alteracdo estrutural na proteina, visto que conjuga
a ela um derivado de polietilenoglicol. Assim, este tipo de modificacdo apresenta o potencial
de modificar a sua conformacéo, tanto da forma nativa quanto recombinante, podendo levar até
a sua desnaturacdo ou perda de atividade catalitica, em casos extremos, dependendo do local
onde ocorre a PEGlacéo.

Diante ao exposto, o entendimento dos possiveis efeitos da PEGla¢do, assim como a
comparacdo estrutural entre as enzimas nativa e recombinante, tornam-se essenciais para a
caracterizacdo estrutural destas proteinas. Para a determinacdo do conteldo de estruturas
secundarias, foi feita uma varredura entre os comprimentos de onda de 185 a 260 nm, com as
proteinas em concentra¢Bes proximas a 0,3 mg/mL (Tab. 9). Avaliou-se, neste intervalo, o

desvio de luz polarizada pelas estruturas, com um espaco de 0,5 nm entre cada leitura (Fig. 49).
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Tabela 9. Concentracgdes das amostras utilizadas na analise de dicroismo circular.

Proteina Concentracéo (mg/mL)
collineina-1 0,30
PEG-collineina-1 0,29
rCollineina-1 0,28
PEG-rCollineina-1 0,25
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Figura 49. Espectros de dicroismo circular obtidos para as quatro formas da enzima.
Intervalo de 185 a 260 nm. Dados gerados a partir de 20 acumulaces para cada proteina.
Temperatura: 20 °C.

Observando os espectros obtidos da proteina nativa e recombinante, fica evidente a
predominancia de elementos sem conformacdo definida (ESCD), compativel com dados
encontrados em estudos de dicroismo circular de uma serinoprotease trombina-simile de B.
jararacussu (GUEDES et al., 2008) e de duas enzimas da mesma classe, da pegonha de A. actus
(ZHU et al., 2005). Estes elementos apresentam valores maiores que aqueles esperados para
uma proteina pertencente a classe das quimotripsinas. Entretanto, quando se compara todos 0s
elementos de estrutura secundaria, 0s espectros tornam-se semelhantes as proteinas
pertencentes a esta classe (GREENFIELD e FASMAN, 1969; JIBSON et al., 1981).

Apbs a deconvolugéo de cada espectro, observa-se pequenas alteracfes nas estruturas

secundarias das diferentes formas da proteina (Fig. 50). A PEG-collineina-1 apresentou uma
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diminuicdo no conteddo de alfa-hélices e giros, quando comparada a collineina-1, mantendo,
entretanto, o contetdo de folhas beta. As diferencas entre esses elementos refletiram em um
aumento de 4% no percentual de elementos sem conformacgéo definida na PEG-collineina-1.
Por outro lado, essas diferencas ndo sao significativas a ponto de afetar a estrutura da proteina
PEGIada, uma vez que a proporcao entre esses elementos apresentou alteragdo minima (2%

para as alfa-hélices e 2% para 0s giros).

collineina-1 PEG-collineina-1
a-hélices a-hélices
7% 5%

rCollineina-1 PEG-rCollineina-1

a-hélices
2%

a-hélices
15%

Figura 50. Comparacéo entre o contetdo de estrutura secundéria da collineina-1 nativa,
recombinante e suas formas PEGladas. A deconvolucdo do espectro de cada forma da
proteina foi realizada empregando-se a ferramenta online DichroWeb. ESCD: Elementos sem
conformacéo definida.

Algumas alteragBes foram encontradas comparando-se as formas ndo-PEGlada e
PEGIada da rCollineina-1. Observa-se um aumento no conteido de alfa-hélices (2% para 15%),
diminuicdo da porcentagem de folhas beta (31% para 22%) e uma redu¢do quanto aos elementos
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sem conformacéo definida (51% para 46%), enquanto 0s giros permaneceram praticamente
inalterados (16% para 17%), para a rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1, respectivamente.

Acredita-se que a rCollineina-1 apresente valores ligeiramente diferentes daqueles
encontrados pelas outras formas da enzima por conta das metodologias de purificacdo
empregadas neste estudo, extensivamente discutido no item 4.5.1. Esta forma da enzima,
recombinante ndo-PEGIada, é a Gnica que ndo é purificada empregando-se a cromatografia em
fase reversa, a qual utiliza solventes organicos como fase movel para eluicdo dos componentes.
Como apresentado anteriormente, a presenca deste solvente pode causar alteragdes estruturais
e funcionais em proteinas, em decorréncia da mudanca de polaridade da solucao
(ARUNKUMAR et al., 1997; GEKKO et al., 1998; SERRANO et al., 2000).

Em outros trabalhos que relatam a PEGlacgéo de proteinas, pouca ou nenhuma mudanca
foi reportada em relacdo a suas caracteristicas estruturais. Em trabalho recente, a albumina
sérica bovina (BSA) foi PEGlada utilizando diferentes derivados de PEG e avaliada quanto as
suas diferentes caracteristicas estruturais (FEREBEE et al., 2016). Os resultados de dicroismo
circular mostraram que nao houve mudancas estruturais para nenhuma forma PEGlada desta
proteina. Resultados semelhantes foram encontrados para o fator estimulante de col6nias de
granulécitos humanos recombinante PEGlado (rhG-CSF) (KINSTLER et al., 1996), lisozima
(FREITAS DDA e ABRAHAO-NETO, 2010), uricase (FREITAS DDA et al., 2010),
endostatina (GUO et al., 2019) e B-lactoglobulina (LUO et al., 2019).

Com base nestes dados, observa-se que a PEGlagdo ndo causou mudancas estruturais
significativas nas proteinas nativa e recombinante, uma vez que o conteldo de estruturas
secundarias foi semelhante para todas as formas da enzima. Este resultado corrobora com o0s
estudos funcionais deste trabalho, que mostram a manutencdo da atividade catalitica das

enzimas PEGladas sobre diferentes substratos, discutidos nos itens 4.6.1 e 4.6.2.

45.5. Cristalizacédo da collineina-1 nativa

Para o ensaio de cristalizacdo da collineina-1, foi utilizada uma solugéo da enzima, em
agua ultrapura, na concentracdo de 10 mg/mL. Das 96 condigdes testadas inicialmente, trés
delas apresentaram pontos de nucleacéo, sendo: 1) Tiocianato de potassio 100 mM + 30% (m/v)
de PEG MME 2000; 2) Tampé&o Tris 100 mM, pH 8.5 + sulfato de litio 200 mM + 40% (m/v)
de PEG 4000 e 3) 10% (m/v) de PEG 1000 + 10% (m/v) de PEG 8000 (Fig. 51).
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Figura 51. Pontos de nucleacdo da collineina-1 nativa. A concentracdo de enzima utilizada
nos ensaios de cristaliza¢do foi de 10 mg/mL em &gua ultrapura. Volume da gota: 0,5 pL (0,25
pL de solucgdo de proteina + 0,25 L da solucéo de cristalizagdo). Condicdes de cristalizagéo:
(A) 10% (m/v) de PEG 1000 + 10% (m/v) de PEG 8000, (B) Tiocianato de potassio 100 mM +
30% (m/v) de PEG MME 2000, (C) Tampd&o Tris 100 mM, pH 8.5 + sulfato de litio 200 mM +
40% (m/v) de PEG 4000. Ensaios realizados a 18 °C. Imagens obtidas no 20° dia.

Entretanto, os pontos de nucleacdo formados apresentaram tamanho reduzido,
inviabilizando sua captura para o processo de difragdo de raios-X. A fim de otimizar a formacéo
destes pontos, estas trés condi¢bes foram otimizadas, ampliando as concentracdes dos agentes
precipitantes, conforme indicado na figura 21. Estas novas condi¢cdes estdo mantidas em
temperatura de 18 °C. Até o momento, ndo foram observados novos pontos de nucleacéo.

Apenas um pequeno numero de estruturas de SVSPs foram depositadas no PDB, o que
reforca a necessidade da obtencédo de novas estruturas desta classe de proteinas, a fim de melhor
entender a sua relacdo estrutura-funcdo. Ademais, a caracterizacao estrutural da collineina-1 é

fundamental para a aplicacdo desta proteina como potencial biofarmaco. Assim, outras
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tentativas de cristalizagdo desta SVSP estdo em andamento, a fim de validar a estrutura obtida

nos experimentos de modelagem molecular.

4.6. Caracterizacao funcional e bioquimica

4.6.1. Cinética enzimética

Para a determinacdo dos parametros de cinética enzimatica (Vmax, Keat, Km € Keat/ Kim), foi
avaliada a atividade hidrolitica das enzimas nativa, recombinante e suas formas PEGladas sobre
0 substrato cromogénico S-2302 (Chromogenix®), para a calicreina plasmatica e fator Xlla.
Este substrato foi escolhido de acordo com um estudo previamente feito por Boldrini-Franca e
colaboradores (2015), no qual foi observado que as formas nativa e recombinante desta
serinoprotease possuem maior atividade catalitica para este substrato, quando comparada com
outros substratos cromogénicos [S-2251 (plasmina e plasminogénio ativado por
estreptoquinase), S-2238 (trombina) e S-2222 (fator Xa)].

O mecanismo dessa reacao de hidrolise se da pela quebra do substrato em uma regiao
especifica, conforme indicado abaixo, liberando um cromoforo (pNA, paranitroanilina) que
apresenta absorvancia no comprimento de onda de 405 nm. Assim, quanto maior a absorvancia,
maior a hidrélise do substrato pela enzima, durante o tempo de incubacédo. A reacédo de hidrolise

do substrato S2302 é representada abaixo:

H —D — Pro — Phe — Arg — pNA - H — D — Pro — Phe — Arg OH + pNA (amarelo)

Os experimentos foram realizados com diferentes concentragdes do substrato (0,05 mM,
0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,8 mM, 1,6 mM e 3,2 mM). Para as diferentes formas da enzima,
foram utilizadas duas concentracdes diferentes: 2,5x10* mM para a collineina-1 nativa e para
as formas nativa e recombinante PEGladas e de 6,25x10° mM para a forma recombinante. A
atividade enzimatica de todas as formas da collineina-1 testadas seguiram o0 modelo cinético de
Michaelis-Menten, exibindo uma curva hiperbdlica de velocidade por concentracdo de
substrato (Fig. 52).
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Figura 52. Curva cinética de formacao de produto versus tempo de reacao das diferentes
formas da enzima. (A) collineina-1; (B) PEG-collineina-1; (C) rCollineina-1 e (D) PEG-
rCollineina-1. Experimento realizado em triplicata, a 37 °C.

Ap0s as reacdes, foi escolhido um intervalo de tempo (0-300 segundos), no qual o
grafico da taxa de formacdo de produto apresenta carater linear, ou seja, intervalo no qual a
concentracdo do substrato ndo altera a velocidade da enzima (LEHNINGER et al., 2013). Esta
faixa linear é utilizada, entdo, para a determinacédo da inclinacdo da reta de cada concentracdo
de substrato (slope), necessaria para os calculos da constante Kons, empregada na determinacgéo
dos parametros cinéticos (Fig. 53), apresentando unidade s, em funcdo da concentragio de
substrato, em mM. Deste modo, estdo expressos os diferentes valores de ket para cada
concentracdo de substrato utilizada. Os valores de turnover (kcat), Km € de eficiéncia catalitica

(keat/Km) foram determinados pela derivacdo da curva eliptica de Michaelis-Menten (Tab. 10).
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Figura 53. Curva cinética de Michaelis-Menten das diferentes formas da enzima. (A)
collineina-1; (B) PEG-collineina-1; (C) rCollineina-1 e (D) PEG-rCollineina-1. Os ensaios
foram realizados em triplicata, através da incubacao das enzimas com diferentes concentracdes
do substrato S-2302, & 37 °C.

A collineina-1 recombinante apresentou valores de turnover (2,934 + 0.084 s) e de
eficiéncia catalitica (2,4 + 0,115 mM.s%) superiores a todas as outras formas da enzima (Tab.
10). Supde-se que esta diferenca seja devida ao fato de que as outras formas da enzima
(collineina-1, PEG-collineina-1 e PEG-rCollineina-1) séo purificadas utilizando cromatografia
em fase reversa, com 0 uso de solvente organico (acetonitrila) e de TFA, que podem induzir
certo grau de desnaturacdo da proteina (OROSZLAN et al., 1992). Por outro lado, a rCollineina-
1 é purificada através de cromatografia de afinidade e de troca ibnica, sem 0 uso destes
componentes. Assim, 0 uso destes elementos pode estar influenciando na atividade das enzimas
submetidas a este processo de purificagdo, explicando a diferenca observada nos parametros
cinéticos. A exposicao de sitios hidrofdbicos das diferentes formas da enzima pode influenciar

no reconhecimento e acoplamento de substratos ao sitio ativo da enzima. Estes parametros
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foram extensivamente discutidos no item 4.5.1. Entretanto, todas as formas testadas

mantiveram suas atividades cataliticas na mesma ordem de grandeza.

Tabela 10. Parametros cinéticos das diferentes formas da collineina-1, para o substrato
cromogénico S-2302

Parametros cinéticos

Formas da enzima

Km (MM) Keat (51)" Keat/Km (MM-1.s1)"
Collineina-1 0,920 +0,079 0,497 + 0,017 0,5 + 0,048
PEG-collineina-1 1,317 £0,117 0,502 + 0,020 0,4 + 0,068
rCollineina-1 1,243 +0,113 2,934 +0.084 2,4+0,115
PEG-rCollineina-1 1,400+ 0,119 1,286 + 0,050 0,9 + 0,084

*keat: Vmax/[E], sendo [E] a concentracdo em mM da enzima no volume final do ensaio. Kcat,
ou namero de turnover, corresponde ao nimero de ciclos cataliticos que o sitio ativo da enzima
apresenta por unidade de tempo, e em que a enzima esta funcionando com a maxima eficiéncia.
**keat/Km: corresponde a eficiéncia catalitica, ou seja, a quantidade de substrato convertida em
produto, por sitio catalitico, por unidade de tempo.

Similarmente aos valores encontrados neste trabalho, uma serinoprotease de Bothrops
moojeni, denominada MSP1, apresentou Km de 1,912 mM, Kea igual 2 0,32 s e Keat/ Km de 0,167
mM1s? sobre o substrato cromogénico S-2302 (SERRANO et al., 1993). Por outro lado, uma
SVSP de Trimeresurus jerdonii apresentou valores de Ky igual 27 pM, Keat de 10,2 5% € Keat/Km
de 22,68 pM.mint (JIN et al., 2001), sendo cataliticamente mais ativa que todas as formas da
collineina-1. Da mesma forma, a TSV-PA, uma SVSP de Trimeresurus stejnegeri apresentou
resultados semelhantes, com Km = 91 UM, Kear de 2,83 st e kea/Km igual a 1,9 pM.min
(ZHANG et al., 1995).

Estudos anteriores realizados com a collineina-1 nativa, PEGlada e ndo PEGlada,
utilizando o substrato TAME (Na-p-Tosyl-L-arginine methyl ester), mostraram valores de
turnover de 4,49 s e 8,68 s e de eficiéncia catalitica de 5,83 mM™*.s1e 19,38 mM™.s? paraa
enzima ndo-PEGlada e PEGlada, respectivamente (DA-SILVA-FREITAS et al., 2015).
Comparativamente, a enzima giroxina (uma SVSP de C. d. terrificus) apresentou valores de
turnover (Kca) menores do que os obtidos pelas quatro formas da collineina-1 (0,083 s3),
guando utilizado o substrato sintético ZFR-MCA.. Por outro lado, a eficiéncia catalitica desta
enzima foi de 1,55 mM™.s? (YONAMINE et al., 2012), superior aos valores encontrados com
a enzima nativa e as formas nativa e recombinante PEGladas, embora seja inferior a eficiéncia

catalitica da collineina-1 recombinante.
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Com posse destes resultados, observa-se que as enzimas PEGladas mantiveram sua
atividade catalitica sobre o substrato utilizado na caracterizagdo cinética. Os pardmetros
cinéticos indicam que a PEGlacdo ndo teve interferéncia significativa nesta atividade, uma vez
que as enzimas PEGladas apresentam valores similares aos das proteinas ndo-PEGladas, na

mesma ordem de grandeza.

4.6.2. Avaliacdo da atividade fibrinogenolitica

As SVSPs trombina-simile, presentes em peconhas de serpentes, apresentam atividade
semelhante a trombina por clivarem as cadeias Aa e/ou Bf do fibrinogénio. Entretanto, a
maioria destas enzimas apresenta especificidade por uma dessas cadeias, liberando,
preferencialmente, um dos fibrinopeptideos. Embora existam excecdes, grande parte das SVSPs
caracterizadas até 0 momento também ndo apresenta a capacidade de ativacdo do fator X1 das
vias da coagulacdo. Deste modo, ndo ocorre a formacao das ligacbes cruzadas no coagulo de
fibrina, fazendo com que este seja mais suscetivel a degradacdo proteolitica pelo sistema
fibrinolitico (PRADNIWAT e ROINUCKARIN, 2014).

Todas as formas da collineina-1 apresentaram preferéncia em degradar a cadeia Aa do
fibrinogénio, embora uma pequena degradacdo da cadeia Bf também tenha sido observada.
Este resultado € evidenciado pela comparagdo das massas moleculares das cadeias Aa, Bp e vy,
nos diferentes tempos de incubacdo, com aguelas presentes no controle negativo (Fig. 54).

Ademais, também foram observadas bandas na regido de 30 a 45 kDa, compativeis com
os produtos de degradacdo do fibrinogénio por SVSPs, encontrados em trabalhos anteriores
(SELISTRE e GIGLIO, 1987; VILCA-QUISPE et al., 2010; VALERIANO-ZAPANA et al.,
2012; BOLDRINI-FRANCA et al., 2015). As enzimas ndo apresentaram, entretanto, atividade
sobre a cadeia y, mesmo apds 240 minutos de incubagdo. Embora as cadeias Aa e B tenham
sofrido degradacéo pelas quatro formas da enzima, nota-se uma preferéncia pela cadeia Aa,
uma vez que esta é praticamente degradada por completo ja nos cinco primeiros minutos de

reacao.
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Figura 54. Atividade fibrinogenolitica da collineina-1 nativa (A), nativa PEGlada (B),
recombinante (C) e recombinante PEGlada (D). Cada forma da enzima (2 ug) foi incubada
com 50 pL de uma solucdo de fibrinogénio bovino (1 mg/mL) a 37 °C, durante diferentes
intervalos de tempo. Para o controle negativo, foi utilizada apenas a solucéo de fibrinogénio,
sob as mesmas condi¢cdes. Apds a incubacdo, as amostras foram aplicadas em SDS-PAGE a
13,5%. E1: collineina-1, E2: PEG-collineina-1, E3; rCollineina-1, E4: PEG-rCollineina-1, PM:
marcador de massas moleculares; C-: controle negativo.

Deste modo, nota-se que a PEGIagdo ndo alterou a capacidade fibrinogenolitica da
collineina-1, tanto para a forma nativa quanto para a recombinante. A degradacdo deste
substrato enddgeno, presente no sangue humano, é essencial para a potencial atividade
terapéutica desta enzima para o tratamento de distdrbios da coagula¢do, uma vez que SVSPs
podem ser empregadas como agentes defibrinogenantes em casos de trombose, AVC e outras
doencas relacionadas a formacao descontrolada de trombos. A manutencéo desta atividade apds
a PEGIlacdo é um passo importante para o desenvolvimento deste projeto, uma vez que a

modificacdo estrutural proposta ndo alterou a atividade desejada da proteina.
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Atualmente, a busca por novas estratégias terapéuticas para tratar disfuncdes
fisiologicas relacionadas ao sistema hemostatico é objetivo de vérios estudos. Entretanto,
poucos deles envolvem a PEGIlacgédo de toxinas provenientes de peconhas de serpentes (DA-
SILVA-FREITAS et al., 2015). Esta técnica de modificacdo de proteinas tem se mostrado
promissora na aplicacdo de peptideos e proteinas no contexto clinico (BOCCU et al., 1982;
ROBERTS et al., 2002; SHARMA et al., 2017). Deste modo, a PEGlagdo de uma proteina
recombinante, com acdo neste sistema, € um passo importante e inovador na busca de novos

biofarmacos capazes de atuarem em tais disfuncdes.

4.6.3. Atividade em canais idnicos

4.6.3.1. Comparacéo da atividade das formas PEGladas e ndo PEGladas da collineina-
1 nos canais idnicos hEAG1 e hERG1

De acordo com estudos anteriores de eletrofisiologia, envolvendo a collineina-1 nativa
e recombinante, observou-se que elas atuam, majoritariamente, no canal para potassio hEAGL,
possuindo um ICsg na faixa de 2-4 uM (BOLDRINI-FRANCA et al., 2020). Ademais, também
foi observada uma pequena atividade no canal hERG, da mesma familia do hEAG1. Como
apresentado, estes canais sdo superexpressos em varias linhagens cancerigenas. Desta maneira,
a descoberta e aprimoramento de terapias baseadas na inibi¢do destas estruturas € um dos focos
da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de tumores.

Consequentemente, com o desenvolvimento e obtengdo das formas PEGladas da
collineina-1 (PEG-collineina-1 e PEG-rCollineina-1), este trabalho também buscou avaliar se
as formas modificadas destas enzimas mantinham sua atividade sobre este canal idnico. Além
disso, um novo screening foi realizado, em canais para potassio, sédio e calcio, a fim de avaliar
se a collineina-1 apresenta outro canal ibnico como alvo.

Em um primeiro momento, foi avaliado se o derivado de PEG utilizado no processo de
PEGlacdo (mPEG-maleimide, 5 kDa) apresentava alguma atividade nos canais iénicos de
interesse (hEAG1 e hERGL1). Surpreendentemente, a uma concentragdo de 10 pM, esta
molécula apresentou uma inibicdo de 9,24 £ 1,7% no hERGL1 (Fig. 55). Resultados semelhantes
foram encontrados por Himmel (2007), avaliando a inibigdo do canal hERG na presenca de
PEG400 em diferentes concentragdes. Foi observado que, a uma concentragao de 5% (v/v), este

derivado de PEG causou inibigcdo da corrente de cauda deste canal em aproximadamente 50%.
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Outros estudos também relacionam a inibicdo de canais i6bnicos com moléculas
conjugadas a polietilenoglicéis, como demonstrado por Lin e Licht (2014), que desenvolveram
bloqueadores de receptores de acetilcolina (AChR) baseados em PEG. Diferentes trabalhos
demonstram gque moléculas conjugadas a derivados de PEG também apresentam capacidade de
inibicdo de canais para calcio (OCHI et al., 2014) e porinas (OmpF) (ROSTOVTSEVA et al.,
2002). Paralelamente, outros estudos relacionam a interacdo de polietilenoglicdis com canais
ibnicos e proteinas formadoras de poros em membranas (BEZRUKOV et al.,, 1996;
BEZRUKOV e KASIANOWICZ, 1997; MOVILEANU et al., 2000).

hEAG1 hERG1

—

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 55. Efeito da adicdo de 10 uM de mPEG-maleimide (5 kDa) nas correntes dos
canais idnicos hEAG1 e hERGL. Os tracos pretos representam a condi¢do controle, enquanto
os tracos vermelhos indicam a corrente obtida apos a adicdo do PEG. A regido destacada na
corrente do hERGL1 evidencia a diferenca na corrente de cauda deste canal apds a adi¢do do
composto. Os gréficos ilustram os efeitos obtidos em uma série de trés experimentos
independentes (n=3).

Posteriormente, a atividade das formas PEGladas da collineina-1 nativa (PEG-
collineina-1) e recombinante (PEG-rCollineina-1), nos canais hEAG1 e hERG1, foi avaliada
(Fig. 56, painéis A e B, respectivamente). Os experimentos foram realizados a uma
concentracdo de 5 pM, préxima ao 1Cso observado pelas proteinas ndo-PEGladas no hEAG1
(BOLDRINI-FRANGCA et al., 2020).

As proteinas PEGladas apresentaram grande perda de afinidade pelo hEAGL, uma vez
que a PEG-collineina-1 apresentou inibigéo de apenas 8,2% e a PEG-rCollineina-1 inibiu 5,7%
da atividade deste canal. Correlacionando os dados de inibig&o das quatro formas da enzima
(Fig. 57), observa-se uma perda da capacidade de inibicdo de aproximadamente cinco vezes
para a forma nativa PEGlada (45,5 = 13,4% para 8,2 = 4,7% ) e oito vezes para a forma
recombinante PEGlada (50,3 £+ 6,0% para 5,7 + 3,7%).
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Figura 56. Atividade da (A) PEG-collineina-1 e (B) PEG-rCollineina-1 nos canais idnicos
hEAG1 e hERGL1. Os tragos pretos representam a condi¢do controle, enquanto 0s tragos
vermelhos indicam a corrente obtida ap6s a adi¢cdo das proteinas PEGladas. As regides
destacadas nas correntes do hERG1 evidenciam a diferenca na corrente de cauda deste canal
apos a adicdo das proteinas. Os graficos ilustram os efeitos obtidos em uma série de trés
experimentos independentes (n=3).

De forma semelhante, outros dados na literatura demonstram a perda de afinidade de
proteinas PEGladas a seus alvos moleculares, em comparagdo com suas estruturas sem esta
modificacdo. A PEGIlagdo do inibidor de Kv1.3 HsTX1 diminuiu em cerca de 1300 vezes a
capacidade de inibi¢do deste composto, embora ndo tenha modificado a afinidade pelo seu alvo
(TANNER et al., 2017). A PEGIlacdo de fragmentos Fab do anticorpo Trastuzumab também
reduziu sua afinidade entre cinco e oito vezes, dependendo do PEG utilizado (SELIS et al.,
2016).

Embora a perda de afinidade ap6s a PEGlagdo ndo tenha sido mecanisticamente
explicada, alguns autores sugerem que fatores como tamanho da proteina, densidade
superficial, tamanho e ramificacdo das cadeias do PEG, além da estratégia de PEGlacao
utilizada, interferem diretamente na afinidade destas proteinas aos seus alvos (CHAPMAN,

2002). Todos esses fatores apresentam efeito acumulativo, e quanto mais proxima esta
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modificacéo se encontra do farmacdforo destas proteinas, mais severo seré o efeito sobre a sua
afinidade (MEJIA-MANZANO et al., 2020).
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Figura 57. Analise comparativa da inibicao das diferentes formas da collineina-1, a 5 uM,
nos canais para potassio hEAG1 e hERGL. CN: collineina-1 nativa; CR: rCollineina-1; CNP:
PEG-collineina-1 e CRP: PEG-rCollineina-1. (n=3) = SEM; SEM: erro padrdo da média.
****p<0,0001.

Apesar das formas PEGIladas da collineina-1 terem perdido significativamente sua
afinidade pelo hEAG1, houve um aumento notavel da inibicdo do canal hERG1 por ambas as
proteinas (Fig. 56 e Fig. 57). A PEGlagdo aumentou a inibicdo do hERG1 em aproximadamente
seis vezes para proteina nativa (4,3 £ 3,2% para 28,7 = 3%) e cinco vezes para a proteina
recombinante (6,4 + 2,9 para 32,2 + 6,8%), quando testas a uma concentragdo de 5 uM.

Embora ndo exista, até 0 momento, um fundamento mecanistico para esta mudanca de
afinidade das proteinas PEGladas para o canal i6bnico hERG1, acredita-se que a fraca, porém
existente, afinidade da collineina-1 para este canal (BOLDRINI-FRANGCA et al., 2020)
favoreca sua inibicdo pelo mPEG-maleimide, promovendo a interacdo deste composto com o

poro do canal, bloqueando-o. A fim de sustentar esta hipétese, estudos da dependéncia de
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voltagem para o funcionamento deste canal foram realizados na presenca das proteinas
PEGIladas (Fig. 58). Observa-se que ndo ha mudanca significativa dos valores de Vhar (-22,9
mV para -18,3 mV para a PEG-collineina-1 e -22,9 mV para-17,9 mV para a PEG-rCollineina-
1), demonstrando que a inibi¢éo ocorre devido a um bloqueio do poro, e ndo pela interacdo das

proteinas PEGladas na regido sensivel a voltagem do canal i6nico.
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Figura 58. Relagéo voltagem-corrente do canal hERGL1 na presenga de PEG-collineina-1
(A) e PEG-rCollineina-1 (B). (n=3) £ SEM; SEM: erro padrdo da média.

Apds avaliar a mudanca de atividade das proteinas PEGladas do canal hEAG1 para
hERGL1, buscou-se avaliar a eficiéncia da inibicdo deste canal por essas proteinas, através da
determinacéo dos valores de ICso (Fig. 59). Os valores deste parametro foram de 22,4 + 1,1 uM
e de 10,0 £ 0,4 uM para a PEG-collineina-1 e PEG-rCollineina-1, respectivamente. Deste
modo, embora as proteinas PEGladas possuam efeito no canal hERG1, sua capacidade inibitéria
é relativamente baixa, quando comparada a outros compostos. Substancias analogas da
fenotiazina, como thioridazina, perpenazina, trifluoperazina e cloropromazina, possuem ICsg
na faixa de nanomolar (KIM e KIM, 2005), valores similares aos da amiodarona, astemizol,
imipramina e cetoconazol (CHIU et al., 2004), com capacidade inibitoria mil vezes maior do

que as formas PEGladas da collineina-1.
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Figura 59. Curvas de dose-resposta da PEG-collineina-1 (A) e PEG-rCollineina-1 (B), no
canal ibnico hERGL1. Os graficos indicam a curva obtida plotando os valores da inibi¢do do
hERGL1 versus a concentracdo, em escala logaritmica, das enzimas PEGladas. (n=3) =+ SEM;
SEM: erro padrdo da média.

Em estudos conduzidos in vivo, avaliando a interferéncia da rCollineina-1 nos
parametros de coagulacdo sanguinea, observou-se que a dose minima necessaria para tornar o
sangue incoagulavel é de 7,5 mg/kg em camundongos (BOLDRINI-FRANCA et al., 2019).
Comparativamente, esta dose seria equivalente a uma concentracdo de 254 nM, considerando
que a enzima se distribua de maneira semelhante em todo o corpo do animal. Esta concentragédo
é mais de mil vezes inferior ao 1Cso obtido pelas proteinas PEGladas no hERG1 in vitro.
Entretanto, estudos posteriores sdo necessarios a fim de descartar possiveis efeitos adversos
destes compostos, devido a inibicdo deste canal i6nico.

Em contraste ao hEAGL, 0 hERGL1 € expresso em diferentes partes do organismo, como
0 miocardio, sistema nervoso central, trato gastrointestinal e sistema endécrino (ASHER et al.,
2010). A importancia deste canal id6nico na atividade cardiaca tornou-se evidente apds a
descoberta de que mutagdes herdadas nesta estrutura estdo relacionadas com a sindrome de QT
longo. Esta sindrome leva a disturbios na fase de repolarizacdo cardiaca, predispondo os
individuos afetados a arritmia, caracterizada por batimentos cardiacos irregulares que podem
levar a morte (SANGUINETTI e TRISTANI-FIROUZI, 2006).

Por outro lado, a superexpressdo de hERG1, assim como o hEAGL1, também ¢é
relacionada com o desenvolvimento e progressdo de varios tipos de tumores, como
neuroblastoma, adenocarcinoma, rabdomiosarcoma, microcitoma pulmonar e leucemias, tendo
um papel importante na regulacdo de mecanismos de proliferacdo celular, secrecdo de fatores
pré-angiogénicos, invasividade e metastase (ASHER et al., 2010; ASHER et al., 2011; HE et
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al., 2020). E particularmente importante mencionar que a inibi¢do destes canais demonstrou
possuir efeito antineoplasico (GLASSMEIER et al., 2012; JI et al., 2015; ASSIRI et al., 2019),
0 que reforca a possibilidade deste canal i6nico ser utilizado como alvo terapéutico, caso
inibidores de hERG1 sejam desenvolvidos com a auséncia de efeitos adversos cardiacos
(ARCANGELI e BECCHETTI, 2017).

Dadas as mudangas no potencial da membrana durante a progresséo do ciclo celular, a
possivel funcao de diferentes canais para potassio na regulacdo do ciclo e proliferacao celular
tem sido extensivamente investigada. Surpreendentemente, a expressao e a atividade de certos
Kvs parecem ser reguladas de maneira diferenciada ao longo do ciclo celular, tanto em células
normais quanto em células cancerigenas. Observa-se um aumento na densidade de Kv1.3,
hEAG1, Kv10.2 e/ou Kv1l.1 (hERG1), nas fases M e G1 de vérias linhagens celulares,
contribuindo com uma repolarizacao transitoria nestas etapas, seguido por uma diminuicao na
atividade destes canais durante as fases S e G2 (ARCANGELI e YUAN, 2011). As mudangas
nos padrdes de expressdo e funcionamento de hERG1 podem ocorrer a niveis genémicos,
transcricionais, pos-traducionais e epigenéticos, embora o0s niveis regulatorios deste canal
nestes processos ainda ndo estejam completamente elucidados (JEHLE et al., 2011).

Um estudo mostrou que a transformacdo maligna de fibroblastos de camundongos
poderia ser induzida através da transfeccdo de hERG1 e que o dofetilida, bloqueador deste
canal, poderia reverter esse processo. Apds a transfeccdo, foram observadas alteracGes
morfoldgicas, de normais para fusiformes, além de a célula com superexpressdao de hERG1
mostrar uma perda na inibicdo do contato celular e aumento na proliferacédo (JI et al., 2015).

Em outra investigacdo, Pier e colaboradores observaram que a tumorigénese era
dramaticamente reduzida em camundongos BALB/c injetados com a linhagem de células
tumoral SGC7901 e tratados com siRNA contra hERG1. Este canal também auxiliou na
transicdo epitelial-mesenquimal nas células cancerigenas colorretais e, através desse processo
de transicdo, as células obtiveram mobilidade e comportamento semelhante as células tronco.
O nocaute do hERG1 nesta linhagem reduziu a capacidade tumorigénica dessas células (PIER
etal., 2014).

Ademais, a possivel atividade da PEG-rCollineina-1 em outros canais para potassio
(Fig. 60), sodio e célcio (Fig. 61) dependentes de voltagem também foi avaliada. Observa-se
que, a uma concentracdo de 5 UM, essa enzima nao apresenta nenhuma atividade relevante nos

canais testados, demonstrando que a PEGlagédo ndo alterou a seletividade para estes alvos.
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Figura 60. Avaliagdo eletrofisiolégica da PEG-rCollineina-1 em diferentes canais para
potassio dependentes de voltagem. Os tracos pretos representam a condicdo controle,
enquanto os tracos vermelhos indicam a corrente obtida apds a adicdo da enzima. A atividade
nestes canais foi avaliada utilizando a enzima a uma concentracgao de 5 uM. Os graficos ilustram
os efeitos obtidos em uma série de trés experimentos, (n=3).

Ernesto Lopes Pinheiro Janior



Resultados e discussao |135

wu 00z

10ms

f e e ameaeaaaaaay R T T

Wu 005
YU 052

o

3 |

@

WU 005

10ms 5ms

Figura 61. Avaliacdo eletrofisiolégica da PEG-rCollineina-1 em diferentes canais para
sodio e calcio dependentes de voltagem. Os tracos pretos representam a condicéo controle,
enguanto os tracos vermelhos indicam a corrente obtida apds a adi¢do da enzima. A atividade
nestes canais foi avaliada utilizando a enzima a uma concentracdo de 5 uM. Os gréaficos ilustram
os efeitos obtidos em uma série de trés experimentos, (n=3).

Desta maneira, as formas PEGladas da collineina-1 demonstraram apenas uma fraca
atividade inibitéria do canal hHERG1, com valores de 1Cso acima de 10 uM. A fim de descartar
possiveis efeitos adversos desta particularidade das enzimas PEGladas, estudos in vivo
avaliando a atividade cardiaca na presenca destas proteinas sdo necessarios. Entretanto, estes
resultados ampliam as perspectivas para futuros estudos envolvendo a PEGlacdo da forma
mutante da collineina-1 (rCollineina-mut), a qual ndo apresenta atividade enzimatica, como

possivel agente terapéutico para o tratamento de tumores, através da inibi¢ao deste canal idnico.
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4.6.3.2. Avaliacdo da acéo da collineina-1 no canal hEAG1 com mutag6es no dominio

sensivel & voltagem e porcao intracelular

A segunda parte dos estudos de eletrofisiologia buscou avaliar a acdo da collineina-1
nativa ndo-PEGIlada no canal hEAG1 com mutagdes nos aminoacidos pertencentes ao dominio
sensivel a voltagem, presentes na porcao extracelular, e na porcéao intracelular do hEAG1, além
de uma isoforma naturalmente presente, denominada Kv10.1b (hEAG2, Kv10.2). O dominio
sensivel a voltagem é formado pelos segmentos S1 a S4, enquanto os segmentos S5 e S6
constituem o dominio formador do poro. Foram realizadas seis mutac6es na regido S3b-E2-S4,
entre os residuos 310 e 322, responsaveis por formar o sensor de tensdo (voltage sensor paddle)
do hEAGL1 (Fig.63A, B e C). Os residuos Ala311, Glu313, Asn314, Val315, Asp316 e Glu317
foram mutados para residuos de cisteina, técnica de mutagénese empregada para avaliar a
importancia de determinados residuos no funcionamento de canais idénicos (SKERRETT et al.,
2001). Ja na porcdo intracelular, a mutagdo foi realizada no residuo de &cido glutdmico, na
posicdo 600, modificado para um residuo de arginina (Fig. 63D, E e F).

Outra isoforma codificada pelo gene KCNH1 é o canal Kv10.1b, uma variante da
isoforma normal Kv10.1a (hEAG1). As sequéncias dos dois canais sdo idénticas, exceto pela
adicdo de um loop extracelular suplementar de 27 residuos entre os dominios S3 e S4 no
Kv10.1b (Fig. 62). A acédo da collineina-1 nesta variante do hEAG1 também foi analisada, de

forma a avaliar a interferéncia deste loop adicional na atividade da proteina.

hEAGa FKTRONNVAWLVVDSIVDVIFLVDIVLNFHTTFVGPAGEVISDPKLIRMNYLKTWFVIDL
hEAGb FKTRONNVAWLVVDSIVDVIFLVDIVLNFHTTFVGPAGEVISDPKLIRMNYLKTWFVIDL

kkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhkkkkkkhkhkhkhkhk khkhhhhhhhhhhkhhkkkkkkk,k,k k k k,k k k kk k%%

hEAGa LSCLPYDVINAFENVDE-====———— e e e e GISSLFSSLKVVRLLR
hEAGb LSCLPYDVINAFENVDEVSAFMGDPGKIGFADQIPPPLEGRESQGISSLFSSLKVVRLLR

kkkkkkkkkhkkkhkkhx*k Khkkkhkkkhkrkhhkrkhhkk
hEAGa LGRVARKLDHYIEYGAAVLVLLVCVFGLAAHWMACIWYSIGDYEIFDEDTKTIRNNSWLY
hEAGb LGRVARKLDHYIEYGAAVLVLLVCVFGLAAHWMACIWYSIGDYEIFDEDTKTIRNNSWLY

Rk Sk b b Sk S S S S R R ko S S Sk i I R R ko kR

Figura 62. Alinhamento indicando parte da sequéncia dos canais Kv10.1a e Kv10.1b. A
sequéncia do Kv10.1b € idéntica ao Kv10.1a, exceto que o Kv10.1b possui uma parte adicional,
que forma um loop extracelular.
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Figura 63. Mutac0es realizadas no hEAG1.: viséo geral do canal (A), vista superior (B) e com
destaque das mutacdes realizadas na porc¢do S3b-E2-S4 (C). (D), (E) e (F) ilustram a mutagéo
no dominio intracelular do canal, com a visdo geral da estrutura, destaque para o dominio
intracelular e vista inferior, respectivamente. Os residuos mutados estdo destacados em
vermelho.
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Buscou-se avaliar a atividade da collineina-1 nesses mutantes de forma a conferir maior
credibilidade ao docking molecular proposto para a interagdo desta proteina com o hEAG1
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2020). Neste modelo, o residuo Arg79 da collineina-1 bloqueia
0 poro do canal através com interacfes com os residuos de Gly536 de duas subunidades da
estrutura. Adicionalmente, outras interagdes também foram propostas, aumentando a interface
de interacdo da proteina com o canal i6nico (Fig. 11). No entanto, todas as interacfes ocorrem
nos dominios S5 e S6, formadores do poro, ndo sendo proposta nenhuma interacdo com o
dominio sensivel a voltagem ou regido intracelular.

A forma nativa da collineina-1 foi capaz de inibir todos os mutantes testados, a uma
concentracdo de 5 UM, de maneira semelhante aquela apresentada no hEAGL1 nativo (Fig. 64).
Os percentuais de inibicdo para cada mutante (Fig. 65) se encontram proximos aquele obtido

para a forma nativa do canal (nEAGL1).

Kv10.1a Kv10.1b Kv10.1a A311C

Kv10.1a E313C Kv10.1la N314C Kv10.1a V315C

250 ms

Kv10.1a D316C Kv10.1a E317C Kv10.1a E6G00R

Figura 64. Atividade da collineina-1 (5 uM) em diferentes mutantes do canal hEAGL. Os
tracos pretos representam a condicdo controle, enquanto os tragos vermelhos indicam a corrente
obtida apos a adicdo da enzima. A atividade nestes canais foi avaliada utilizando a enzima a
uma concentragdo de 5 pM. Os gréficos ilustram os efeitos obtidos em uma série de trés
experimentos (n=3).
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Figura 65. Inibi¢do da corrente nos canais mutantes no dominio sensivel a voltagem do
hEAGL1 pela forma nativa da collineina-1. A atividade nestes canais foi avaliada utilizando a
enzima a uma concentracao de 5 uM. Os graficos ilustram o efeito médio obtido em uma série
de trés experimentos, (n=3) £ SEM. SEM: erro padréo da média.

A toxina APETx4, encontrada na anémona do mar Anthopleura elegantissima,
caracterizada como um inibidor ndo seletivo de hEAG1 (MOREELS et al., 2017), também foi
testada nos canais com as referidas mutacGes, com excecdo daquele modificado no dominio
intracelular (E600R). Os ensaios com esta toxina foram realizados pelo grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Jan Tytgat (Universidade de Leuven, Bélgica). Os dados ndo foram publicados até o
momento, mas estao disponiveis na tese de doutorado de Lien Moreels, 2017.

De maneira antagonica a collineina-1, esta toxina apresenta diferentes porcentagens de
inibicdo, dependendo da mutacao realizada no dominio sensivel & voltagem, demonstrando que
0s residuos presentes na regido S3b-E2-S4 (A311, E313, N314 e E317) sdo fundamentais para
a atividade desta toxina no hEAG1. Assim, esta proteina € caracterizada como uma toxina

atuante no dominio sensivel a voltagem, e ndo como blogueadora do poro do canal.
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A participagdo dos residuos de aminoécidos mutados é evidente na atividade inibitdria
do APETx4 no canal hEAG1. Entretanto, a auséncia de diferencas significativas na
porcentagem de inibicdo dos canais hEAG1 mutantes, pela collineina-1, descarta a participacao
destes residuos no mecanismo de inibigcdo deste canal por esta proteina, reforcando o modelo

de interacdo com o vestibulo do poro, proposto anteriormente no docking molecular.

4.6.3.3. Atividade de outras serinoproteases no canal ibnico hEAG1

Além da collineina-1, os efeitos de outras serinoproteases foram avaliados no canal
hEAGL. Para a realizacdo destes experimentos, as atividades inibitorias da giroxina (uma
serinoprotease trombina-simile de C. d. terrificus) (Fig. 66A), BjSP (serinoprotease encontrada
na peconha de B. jararaca) (Fig. 66B) e quimotripsina bovina (Fig. 66C) também foram
avaliadas. De acordo com o alinhamento realizado, empregando a sequéncias destas estruturas
(Fig. 66D), observa-se que a giroxina, BjSP e quimotripsina bovina apresentam,
respectivamente, 99%, 61% e 30% de identidade com a collineina-1. A giroxina exibe, em sua
estrutura, todos os 20 residuos de aminoacidos que interagem com o hEAGL, de acordo com o
docking molecular, enquanto a BjSP apresenta sete dos 20 residuos e a quimotripsina ndo possui
nenhum destes residuos responsaveis pelo ancoramento ao canal iénico (Tab. 9).
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Figura 66. Perfil eletrofisioldgico da giroxina (A), BjSP (B) e quimotripsina (C) no canal
ibnico hEAG1. Tragos de corrente sobrepostos antes (preto) e ap6s a aplicacdo de 5 uM das
amostras (roxo, laranja e marrom). (D) Alinhamento multiplo das sequéncias das proteinas
testadas. Codigo de acesso ao Universal Protein Resource: AOAO0S4FKT4 para collineina-1,
BOFXML1 para giroxina, Q5W959 para BjSP e Q7M3EL para quimotripsina. Os residuos
marcados em azul claro representam os locais de interagdo comuns entre os ligantes e o canal,
de acordo com o docking proposto. Os residuos destacados em vermelho representam a triade
catalitica comum a todas as serinoproteases. A caixa verde destaca a mutacao realizada (His43
— Arg43) na sequéncia da collineina-1, para torné-la cataliticamente inativa (rCollinein-mut).
A seta indica o residuo Arg79.

Avaliando a atividade destas enzimas (Fig.66A, B e C), a uma concentracdo de 5 uM,

no bloqueio do canal hEAGL, observou-se que a giroxina inibiu a atividade do canal em 58 +
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3%, semelhante a atividade da collineina-1. Por outro lado, a enzima BjSP apresentou uma
inibicdo de 9,2 + 2,1% e a quimotripsina ndo apresentou atividade inibitdria deste canal. Estes
resultados sustentam o modelo proposto de interacao destas enzimas com 0 hEAGL1 e destacam
a participacdo do residuo R79, o qual desempenha um papel fundamental no bloqueio deste
canal idnico.

A tabela 11 ilustra os residuos-chave que participam da interacdo destas enzimas com o
canal i6nico, demonstrando se eles estdo ou ndo presentes na estrutura das enzimas testadas.
Além das diferencas estruturais discutidas anteriormente, apenas a giroxina e collineina-mut
apresentam o residuo R79, ausente nas enzimas BjSP e quimotripsina. A presenca deste residuo
aparenta ser uma caracteristica importante para a inibi¢cdo do hEAG1, uma vez que sua auséncia

reduz significativamente o percentual de inibicdo, observado pela BjSP e quimotripsina.

Tabela 11. Comparacao de diferentes serinoproteases em relacdo a presenca de residuos
interagindo com o hEAGL1. O nimero de cada residuo estad relacionado a sua posi¢do na
sequéncia da collineina-1, de acordo com o alinhamento presente na figura 66.

Residuo  collineina-1 rCollineina-mut gyroxinaB1.3  BjSP quimotripsina

Ser25 . . .
Phe26 . . . .
Arg46 . . .
Lys47 y y .
Lys71 . . . .
Glu72 . . . .
Lys73 . . . .
Tyr74 . . .
Asn77 . . .
Arg79 . . .
Asn80 . . .
Lys84 . . .
Asn95 . . .
Glul133 . . .
Argl53 . . . .
Alal63 . . . .
Argl82 . . .
Glu232 . . .
Val234 . . .
Cys236 . . . .
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A caracterizacao destas moléculas é uma ilustracdo de um exemplo Unico e inesperado
de uma grande proteina, com atividade enzimatica, atuando como um ligante com propriedades
moduladoras do canal iénico hEAG1, comparavel a um peptideo neurotoxico. Além da
descoberta desta nova atividade de SVSPs, prop6s-se também as caracteristicas estruturais
necessarias para que esta atividade esteja presente. Sendo assim, este achado é também
relevante no contexto de novas perspectivas sobre o cancer e seu tratamento, envolvendo novos

inibidores do hEAG1 bhaseados na estrutura da collineina-1.

4.7. Avaliacdo da citotoxicidade das diferentes formas da collineina-1 em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC)

A viabilidade celular é caracterizada como o numero de células vivas em uma
determinada populacdo, enquanto a medi¢do da quantidade de células em proliferacdo € usada
como um indicador vital para a acdo de sobrevivéncia ou morte celular em resposta a
medicamentos ou outros agentes quimicos. Os efeitos podem surgir como citotoxicos, que se
caracterizam por sua toxicidade e matam as células; ou citostaticos, que sdo definidos como
inibicdo do crescimento celular. Para diferentes tipos de estudos bioldgicos, é importante
detectar o numero de células viaveis em uma determinada populacdo. Os ensaios de
citotoxicidade e proliferacdo celular sdo fundamentalmente usados para rastrear a resposta das
células contra um medicamento ou qualquer outro agente quimico (ADAN et al., 2016).

O ensaio de MTT pode ser usado para avaliar a viabilidade celular frente a componentes
adicionados no meio de cultura. A técnica fundamenta-se na redugdo mitocondrial, por
desidrogenases e redutases, do composto de cor amarelada (MTT) para o seu metabdlito
insolivel em agua, formazan, de cor levemente roxa, cuja absorvancia € posteriormente lida no
comprimento de onda de 490 nm (MOSMANN, 1983). Assim, quanto maior a absorvancia,
maior a viabilidade celular de determinado grupo estudado.

As concentragdes testadas (0,41; 0,83; 1,67; 3,33 e 6,67 nmol/mL) foram escolhidas de
modo a ficarem proximas a faixa na qual a collineina-1 apresenta atividade citotoxica em
células MCF7 (BOLDRINI-FRANGCA et al., 2020). Assim, esperava-se determinar se as
enzimas nativa e recombinante possuem algum efeito citotoxico nestas concentracoes e, ainda,
se PEGIlagéo destas moléculas apresenta alguma interferéncia neste efeito.

Os dados obtidos (Fig. 67) sugerem que a collineina-1 nativa apresenta leve

citotoxicidade, mesmo em concentragdes mais baixas, enquanto as outras formas da enzima néo
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apresentaram tal efeito. Na concentragdo de 1,67 nmol/mL, foi observada uma reducgéo de
aproximadamente 30% na viabilidade celular, sendo a concentracdo que mais afetou a
viabilidade celular, fato que ndo se repetiu para as outras formas da enzima. Além disso, é
interessante observar que a PEGlacéo da proteina nativa diminuiu a sua toxicidade na maioria

das concentragOes testadas, com excec¢do da concentracdo de 3,33 nmol/mL.
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Figura 67. Viabilidade de células PBMC apds exposi¢do a (A) collineina-1; (B) PEG-
collineina-1; (C) rCollineina-1 e (D) PEG-rCollineina-1, por 24 h. Dados apresentados em
porcentagem de viabilidade celular comparados ao controle negativo (C-). C +: cisplatina (250
pg/mL). (n = 9) + SEM; SEM: erro padrdo da média; * p<0,01, “p <0,005, ““p <0,001.

A avaliacdo da citotoxicidade da Russelobin, uma SVSP trombina-simile da serpente
Daboia russelii russelii, ndo apresentou atividade citotoxica em estudos histoldgicos realizados
em camundongos (MUKHERJEE e MACKESSY, 2013). De maneira similar, ndo foi relatada
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citotoxicidade nas linhagens celulares HT29 e HelLa pela Brevithrombolase, uma
serinoprotease da bactéria Brevibacillus brevis (MAJUMDAR et al., 2014). Outros estudos
envolvendo serinoproteases de Bacillus cereus (BORA et al., 2018) e Diopatra sugokai (KIM
et al., 2018) também relataram auséncia de citotoxicidade destas enzimas em diferentes
linhagens celulares.

Diferentemente da collineina-1 e da PEG-collineina-1, a rCollineina-1 e PEG-
rCollineina-1 ndo apresentaram citotoxicidade em nenhuma das concentracfes testadas. A
forma recombinante da enzima é aquela que apresenta 0 maior potencial terapéutico como
possivel biofarmaco, devido a facilidade de producéo e a quantidade obtida pela expressdo
heter6loga em P. pastoris. Ademais, a PEGlacdo é uma modificacdo com provaveis efeitos
benéficos na distribuicdo, biotransformacéo e eliminacdo de biofarmacos (VILLEGAS et al.,
2018). Deste modo, a auséncia de citotoxicidade da proteina recombinante PEGlada é um

resultado importante na busca da aplicabilidade terapéutica desta proteina.

4.8. Predicao in silico de determinantes antigénicos

A identificacdo de epitopos relevantes na estrutura de proteinas, reconhecidos por
linfocitos T, pode auxiliar no aprimoramento de estratégias de desenvolvimento de novos
biofarmacos, a fim de diminuir a producdo de anticorpos neutralizantes, os quais podem
diminuir a atividade terapéutica da proteina in vivo (SHARON et al., 2014). De acordo com a
sua estrutura, os epitopos reconhecidos pelos linfécitos T podem ser classificados em dois tipos:
linear e conformacional.

Os epitopos lineares compreendem uma sequéncia continua de aminoacidos na estrutura
da proteina. Por outro lado, os epitopos conformacionais levam em consideracdo sua estrutura
terciaria e/ou quaternaria, podendo envolver regifes diferentes e/ou descontinuas (BARLOW
et al., 1986). E possivel predizer epitopos lineares através de analises in silico da sequéncia de
determinada proteina empregando algoritmos que levam em consideracdo as propriedades
estruturais e fisico-quimicas dos aminoacidos, como hidrofilicidade, flexibilidade, polaridade,
antigenicidade e acessibilidade na superficie da proteina (CHEN et al., 2007; EL-
MANZALAWY et al., 2008).

Apesar de as serinoproteases apresentarem enovelamento semelhante, suas estruturas
secundarias diferem nas voltas proximas ao sitio ativo, variando a topografia molecular e a

distribuicdo de cargas na interface catalitica (ULLAH et al., 2013). Desta maneira, embora
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apresentem semelhancas estruturais, a imunogenicidade destas proteinas pode variar, de acordo
com suas caracteristicas.

A tabela 12 apresenta dez peptideos potencialmente imunogénicos, classificados de
acordo com a sua pontuacdo pela ferramenta utilizada. Os epitopos que obtiveram as trés
maiores pontuagdes foram destacados na estrutura da collineina-1, obtida através do processo

de modelagem estrutural (Fig. 68).

Tabela 12. Possiveis peptideos imunogénicos na sequéncia da rCollineina-1. Os peptideos
foram classificados de acordo com a pontuacdo obtida na ferramenta utilizada (Epitope
Prediction and Analysis Tools, IEDB Analysis Resource). A maior pontuacdo do peptideo
indica uma maior probabilidade do mesmo ser imunogénico. Os peptideos marcados (seta)
foram destacados na estrutura tridimensional da enzima (Fig. 68).

Classificagéo Sequéncia Localizacao Pontuacéo
%1 EWVLTAAHCDRKHIL 36-50 19,51
— % 2 EHNFLVALYEYWSQS 11-25 18,87
3 TLINGEWVLTAAHCD 31-45 15,45
| LIRLNKPVSYSEHIA 91-105 12,7
5 LPATIRILCAGVLEG 161-175 12,22
6 IYVGVHDRSVQFDKE 51-65 11,29
7 KEKYFFNCRNNETKW 71-85 9,47
8 DKDIMLIRLNKPVSY 86-100 2,77
9 RKHILIYVGVHDRSV 46-60 2,42
10 HPQFRLPATIRILCA 159-170 1,59
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Figura 68. Modelagem da estrutura da collineina-1 com destaque dos provaveis sitios de
PEGIlacao e possiveis peptideos imunogénicos. Segmentos destacados (vermelho, magenta e
laranja) sdo os peptideos classificados com maior probabilidade de serem imunogénicos.
Residuos destacados em verde: possiveis sitios de PEGlacdo presentes na sequéncia de
amino&cidos da collineina-1 (residuos de lisina).

Os peptideos com as maiores classificacbes de imunogenicidade estdo presentes nas
por¢des mais externas da enzima, em contato direto com o0 meio externo, caracteristica comum
para peptideos imunogénicos (RUBINSTEIN et al., 2008). Dados na literatura sugerem que a
maioria dos epitopos possui entre 15 a 25 residuos de amino&cidos, presentes em uma area de
600 a 1000 A2, organizados em loops (POTOCNAKOVA et al., 2016), caracteristicas que
também estdo presentes nos epitopos marcados na estrutura da collineina-1.

E interessante apontar que os peptideos destacados na estrutura se encontram proximos
a possiveis sitios de PEGIlacgéo (residuos de lisina). Este dado pode fundamentar a reducdo da

imunogenicidade obtida apos a PEGlacdo da proteina recombinante, discutida no item 4.9.
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Supbe-se que esta modificacdo estrutural pode ocultar estes epitopos, diminuindo a sua

acessibilidade as células do sistema imune, bem como a area exposta na superficie da proteina.

4.9. Imunogenicidade das diferentes formas da collineina-1 em camundongos

Potencialmente, todas as proteinas terapéuticas podem provocar uma resposta imune
com a consequente producdo de anticorpos contra o medicamento (ADAs — Anti-drug
antibodies) (GARCES e DEMENGEOT, 2018). A imunogenicidade de peptideos e proteinas
candidatos a biofarmacos é um dos principais desafios nas etapas de desenvolvimento, obtencéo
da licenga e comercializagdo de um novo medicamento (SAUNA et al., 2018). Neste contexto,
a avaliacdo da imunogenicidade das diferentes formas da collineina-1 é um dos principais
objetivos deste trabalho.

Durante esta avaliacdo, a dose de proteina utilizada em cada etapa de imunizagéo foi
estabelecida de modo a ser metade daquela que causa a incoagulabilidade sanguinea em
camundongos (BOLDRINI-FRANCA et al., 2019). Deste modo, 2 nmol de cada proteina foram
administrados nos animais de cada grupo, a cada imunizacéo.

Embora a anélise in silico de possiveis epitopos na estrutura mostrou possiveis peptideos
potencialmente imunogénicos para a collineina-1 e rCollineina-1 (item 4.8), os dados de
imunogenicidade in vivo apontam para uma baixa imunogenicidade destas proteinas, mesmo
para as formas ndo-PEGladas. Ao compararmos a producéo de anticorpos das quatro formas da
proteina (collineina-1, rCollineina-1, PEG-collineina-1 e PEG-rCollineina-1) com o grupo
controle (Fig. 69), observamos que nenhum dos grupos tratados com as enzimas produziu uma
quantidade estatisticamente relevante de anticorpos.

Entretanto, analisando os dados é possivel notar que a forma recombinante ndo-PEGlada
(rCollineina-1) desencadeou uma producdo de anticorpos ligeiramente maior do que as outras
formas da enzima, apesar de ndo ter significancia estatistica. Supfe-se que este aumento na
imunogenicidade desta proteina esteja associado a diferenca do padrao de glicosilacéo realizado
pela levedura P. pastoris (BRETTHAUER, 2003; PUXBAUM et al., 2015). Por ser um padréo
de glicosilagdo diferente daquele efetuado por células humanas, o sistema imune pode
reconhecer estes carboidratos como epitopos e desencadear, assim, uma resposta imune contra
a proteina (CHOI et al., 2003; LIU et al., 2018).
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Figura 69. Analise da producdo de anticorpos totais em camundongos apds a aplicacao de
salina (C-), collineina-1, PEG-collineina-1, rCollineina-1 e PEG-rCollineina-1. Cada grupo
apresenta os dados das cinco diluicdes do soro dos animais (cores mais intensas para cores mais
leves, em sequéncia: 1:50; 1:150; 1:450; 1:1350 e 1:4050). "p<0,05; #p<0,05; #p<0,005;
&&p<0,005; &&&&p<0,0001 (n=5 animais por grupo). Dados apresentados como média * desvio
padréo.

Além do padrdo diferente de glicosilacdo da rCollineina-1, a presenca da cauda de
histidina também foi considerada como um possivel peptideo imunogénico. Entretanto, seu
pequeno tamanho (0,84 Da) e auséncia de atividade bioldgica contribuem para que esta porcédo
da proteina tenha pequena contribuigdo para sua imunogenicidade (TERPE, 2003; KIMPLE et
al., 2013; ZHAO et al., 2013). Do mesmo modo, também ndo foram observadas mudangas
estruturais significativas em diversas proteinas fundidas a diferentes tags, incluindo a cauda de
poli-histidina (CARSON et al., 2007). Ademais, a predicdo in silico de possiveis epitopos ndo
apresentou esta por¢do da proteina como um possivel peptideo imunogénico.

Por outro lado, as formas PEGladas da enzima, tanto em sua forma nativa (PEG-

collineina-1) quanto recombinante (PEG-rCollineina-1), ndo apresentaram produgéo
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significativa de anticorpos. A diminuicdo da imunogenicidade apds a PEGlacéo fica ainda mais
evidente quando se compara a produgéo de anticorpos induzida pela rCollineina-1 com aquela
apresentada pela PEG-rCollineina-1.

Recentemente, uma serinoprotease recombinante de Bothrops atrox moojeni, produzida
em P. pastoris (YOU et al., 2004), teve sua imunogenicidade testada em humanos. Esta
proteina, assim como a collineina-1, é capaz de clivar a cadeia a do fibrinogénio, reduzindo sua
concentracdo plasmatica. A proteina, em sua forma recombinante, apresenta 33 kDa e
atividades in vitro semelhantes aquelas encontradas para a sua forma nativa. Os testes em
humanos mostraram que a proteina diminuiu os niveis de fibrinogénio circulante e foi bem
tolerada na faixa de dose entre 2,5 a 10 BU/2 mL, por todos os individuos presentes no estudo.
N&o foram encontradas mudancas significativas em testes bioguimicos, eletrocardiogramas e
pressdo arterial dos pacientes, sugerindo que a proteina recombinante pode ser bem tolerada a
longo prazo e apresenta potencial para o desenvolvimento de um agente eficaz no tratamento
de distdrbios hemostaticos em humanos (CHOI et al., 2018).

Embora a producdo de anticorpos pela forma recombinante ndo-PEGlada tenha sido
pequena, sem relevancia estatistica, sua forma PEGlada ndo apresentou aumento de
imunogenicidade, comparada com os animais do grupo controle (salina). Esta diminuicdo de
imunogenicidade por proteinas PEGladas ja foi descrita na literatura (MARSHALL et al., 1996;
WAN, XUE et al., 2017; WU et al., 2017; XU et al., 2017; SHIMIZU et al., 2018; THI
NGUYEN et al., 2018), sendo uma das principais vantagens dessa forma de modificacdo de
proteinas e peptideos voltados a producdo de biofarmacos. Deste modo, este resultado reforca
o0 apelo biotecnoldgico e terapéutico da PEGlacdo desta serinoprotease, visando suas futuras
aplicacdes.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

SVSPs sdo enzimas relevantes presentes em diversas peconhas, possuindo a capacidade
de interferir em diversas funcdes fisioldgicas, como as vias da coagulacdo, fibrinolise,
mecanismos de controle da pressdo arterial e agregacdo plaquetaria. Por conta das suas
propriedades funcionais e bioquimicas, estas enzimas sdo consideradas promissores agentes
terapéuticos, a serem empregados em condicBes de distdrbios nas vias da coagulacdo sanguinea.

A PEGIlacéo de proteinas tem sido usada no desenvolvimento de novos medicamentos
ha mais de 30 anos, como estratégia para diminuir a imunogenicidade e aprimorar as
propriedades farmacocinéticas de biofdrmacos. Todavia, seu uso permanece limitado na area
da toxinologia, especialmente envolvendo toxinas de pegonhas de serpente.

A collineina-1, encontrada na peconha de C. d. collilineatus, € uma SVSP com atividade
fibrinogenolitica, além de atuar no canal idnico hEAG1, superexpresso em diversas linhagens
cancerigenas (BOLDRINI-FRANCA et al., 2015; 2019; 2020). O presente trabalho
desenvolveu uma nova metodologia de purificacdo da forma recombinante desta enzima
(rCollineina-1), além de ter padronizado o processo de PEGlacao e purificacdo das suas formas
nativa e recombinante PEGladas (PEG-collineina-1 e PEG-rCollineina-1, respectivamente).

A andlise estrutural das quatro formas da enzima mostrou que a PEGlacao ndo altera de
forma significativa o conteido de estruturas secundarias das proteinas nativa e recombinante,
mantendo sua integridade estrutural. As formas PEGladas da enzima também compartilham
caracteristicas cinéticas e funcionais semelhantes agquelas encontradas em suas formas nao-
PEGladas, mantendo sua capacidade de degradacdo do fibrinogénio. Por outro lado, essa
modificag&o reduziu significativamente a capacidade de inibi¢do destas enzimas no canal ibnico
hEAGL.

No contexto da caracterizacdo citotoxica em células PBMC humanas, observou-se que
as formas PEGladas ndo causaram diminuicdo da viabilidade celular, mesmo em altas
concentracdes. Em respeito a avaliagcdo imunogénica, a analise in silico destas proteinas indicou
provaveis epitopos na superficie da proteina. Entretanto, nas analises de imunogenicidade in
vivo, a collineina-1 ndo apresentou imunogenicidade significativa, enquanto a rCollineina-1
apresentou uma pequena produgdo de anticorpos, apesar de ndo ter mostrado diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo. Por outro lado, as formas

PEGIladas da enzima néo apresentaram nenhuma evidéncia de imunogenicidade. Este resultado
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destaca a importancia da PEGlagdo em diminuir a imunogenicidade de proteinas com potencial
aplicacdo no ambito clinico.

Desta maneira, este trabalho contribuiu de forma significativa no desenvolvimento e
padronizacdo de técnicas de producdo, purificacdo e PEGlacdo da collineina-1 recombinante,
aumentando a potencial aplicacdo terapéutica desta proteina. A PEGlacdo direcionou a
atividade biologica para o controle da hemostasia, ampliando suas possibilidades de ser
empregada como agente defibrinogenante em condicdes relacionadas a desequilibrios neste
sistema, como acidente vascular cerebral, trombose e embolia pulmonar. Assim, os resultados
obtidos até o momento abrem novos caminhos e perspectivas para o estudo desta enzima,
buscando compreender seu comportamento farmacocinético e farmacodinamico in vivo, bem
como avaliar a capacidade de degradacéo do fibrinogénio em estudos pré-clinicos em animais,

buscando, no futuro, a aplicacdo terapéutica desta enzima para uso em humanos.
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ANEXOS

ANEXO A. Certificado de regularidade do serpentario da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP-USP) para utilizacdo de diferentes venenos animais, emitido pelo IBAMA.

Ministério do Meio Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

i

% 12 CADASTRO TECNICO FEDERAL

CONSULTA PUBLICA A CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR

Registron.®. 1506748 Data da consulta:  19/02/2020 CR emitido em:  10/12/2019 CR vélido até:  10/03/2020
Dados basicos
CNPJ 63.025.530/0026-62
Razdo social: FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO - USP
Nome fantasia:  [FMRP - CRIADOURO CIENTIFICO DA USP
Data de abertura: 21/05/1952

Enderego
Logradouro: |AV. BANDEIRANTES 3900 Complemento: |CAMPUS DA USP
N2 3900 Municipio. |RIBEIRAC PRETO
Bairro: MONTE ALEGRE UF: |SP
CEP: 14049-900
Cadastro Técnico Federal de Atividades Potencialmente Poluidoras e Utilizadoras de Recursos Ambientais - CTF/APP
Categoria Detalhe
21 - Atividades néo relacionadas no Anexo VIl da Lei n° 6.938/1981 55 - Criacdo cientifica de fauna silvestre para fins de pesquisa - Instrucdo Normativa IBAMA N° 7/2015: art. 2°, VI

Conforme dados disponiveis na presente data, a pessoa juridica acima possui Certificado de Regularidade em conformidade com as obrigacdes cadastrais e de prestacdo de informacfes ambientais
sobre as atividades desenvolvidas sob controle e fiscalizacgo do Ibama, por meio do CTF/APP.

O certificado de regularidade emitido pelo CTF/APP ndo desobriga a pessoa inscrita de obter licencas, autorizacGes, permissdes, concessdes, alvaras e demais documentos exigiveis por instituicdes
federais, estaduais, distritais ou municipais para o exercicio de suas atividades.

O Certificado de Regularidade do CTF/APP ndo habilita o transporte e produtos e subprodutos florestais e faunisticos.

Ernesto Lopes Pinheiro Janior
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ANEXO B. Comprovante de cadastro de acesso ao patrimoénio genético, no Sistema Nacional
de Gestdo do patriménio genético e do conhecimento tradicional associado.

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A64944C

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A64944C

Usuério: Universidade de Sao Paulo
CPF/CNPJ: 63.025.530/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso:

Pesquisa Cientifica l:‘ Bioprospeccao I:| Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie
Crotalus d. terrificus
Bothrops pauloensis
Crotalus d. collilineatus
Bothrops alternatus
Bothrops atrox
Bothrops jararaca
Bothrops jararacussu
Bothrops mojeni

Lachesis muta

Titulo da Atividade: TOXINAS ANIMAIS NATIVAS E RECOMBINANTES: ANALISE FUNCIONAL,
ESTRUTURAL E MOLECULAR
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Equipe

Suely Vilela

Antonio Cardozo dos Santos
Eliane Candiani Arantes Braga
Fabiola Attié de Castro

Maria Cristina Nonato

Benedito Barravieira

Carlos Henrique Tomich de Paula da Silva
Catarina de Fatima Pereira Teixeira
Fabiani Gai Frantz

Hamilton Cabral

Jose Cesar Rosa

Luciana Simon Pereira Crott
Lucilene Delazari dos Santos
Lusania Maria Greggi Antunes
Lucia Helena Faccioli

Maria Regina Torqueti

Rui Seabra Ferreira Junior

Sergio Akira Uyemura

Danilo Luccas Menaldo

Anna Laura Bechara Jacob Ferreira
Ricardo Augusto Pereira de Padua
Gabriela Toninato de Paula

Gisele Adriano Wiezel

Johara Boldrini Franga

Thais Fontanezi Maciel

Martin Krahenbuhl Amstalden
Tassia Rafaella Costa

Marco Aurélio Sartin

Joane Kathelen Rustiguel Bonalumi
Carolina Petri Bernardes

Sandra Mara Burin de Menezes
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Reitoria da Universidade de Sao Paulo

FCFRP-USP
FCFRP-usp

FCFRP-USP
FCFRP-USP

CEVAP UNESP Botucatu

FCFRP-USP

Instituo Butanta

FCFRP-USP
FCFRP-USP
FMRP-USP

FCFRP-USP

CEVAP UNESP Botucatu

FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP

CEVAP UNESP Botucatu

FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FVFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
FCFRP-USP
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Fernanda Gobbi Amorin FCFRP-USP
Murilo Racy Soares FCFRP-USP
Gabriel Neves Cezarette FCFRP-USP
Elbio Leiguez Junior Instituto Butanta
Barbara Marques Coutinho FCFRP-USP
Rafaella Varzoni Manzini FCFRP-USP
Marilia Moraes Simon FCFRP-USP
Ernesto Lopes Pinheiro Junior FCFRP-USP
Isadora Sousa de Oliveira FCFRP-USP
Data do Cadastro: 25/10/2018 16:08:37 E E
Situagédo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 16:11 de 25/10/2018.

A\ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IAN/AN ASSOCIADO - SISGEN
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ANEXO C. Aprovagdo do Laboratério de Toxinas Animais, pela Comissdo Interna de
Biosseguranca da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo Preto (FCFRP-USP), para
trabalhar com organismos geneticamente modificados (OGMs) de classe de risco 1 (Nivel de
biosseguranca NB-1).

) ‘ARMACE‘/»

Na . .
§° d UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
) 4 e
8 ,z gé %;;'; Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto I : ) p
P £ COMISSAO INTERNA DE BIOSSEGURANCA

et i

4. ysp+ O

Of. CIBio/FCFRP 010/2018
dfav

Ribeirdo Preto, 30 de outubro de 2018.

A Senhora

Profa. Dra. Eliane Candiani Arantes Braga
Departamento de Fisica e Quimica
FCFRP-USP

Assunto: INCLUSAO DE LABORATORIO DE PESQUISA NO CQB/FCFRP
Prezada Professora,

A Comissao Interna de Biosseguranga (CIBio) aprovou em sua 472
Reuniao Ordinaria, realizada em 15/08/2018, a inclusao do laboratério de pesquisa
intitulado “Laboratério de Toxinas Animais”, sob responsabilidade de Vossa
Senhoria, para utilizagdo do Certificado de Qualidade em Biosseguranga da FCFRP-
USP (CQB 0019/97).

O laboratdrio tem permissdo para trabalhar apenas com Organismos
Geneticamente Modificados (OGMs) da Classe de Risco 1 - Nivel de
Biosseguranca NB-1.

Informamos também que a Comissao Interna de Biosseguranga tem
permissdo legal para visitar o laboratério, a qualquer tempo ou momento, para
avaliagdo das condigdes fisicas, técnicas, de infraestrutura e de pessoal, com vistas a
concessao, manutengao ou revogagao do CQB.

Atenciosamente,

PROF. DR. HAMILTON CABRAL
PRESIDENTE DA COMISSAO INTERNA DE BIOSSEGURANGA
FCFRP/USP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirao Preto — SP
Comissao Interna de Biosseguranca — cibio@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-4216 - Fax: (16) 3315-4892
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ANEXO D. Certificado de aprovacdo emitido pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP).

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto
ComIssAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AUTORIZACAO

Certificamos que a proposta intitulada “Caracterizacdo estrutual,
funcional e analise da resposta imune in vivo de um serinoprotease recombinante de
Crotalus durissus collilineatus modificada por PEGlag&o”, registrada sob n°® 17.1.64.60.0,
sob a responsabilidade de Ernesto Lopes Pinheiro Junior e Eliane Candiani Arantes, que
envolve a manutencdo e utilizacdo 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
Experimentacdo 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 30/03/2017.

Lembramos da obrigatoriedade de apresentagdo do relatorio de
atividades, em modelo da CEUA, para emissdo do certificado, como disposto nas

Resolucées Normativas do CONCEA.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacado jun/2017 a jun/19
Espécie/Linhagem/Racga Camundongo isogénico BALB/c

N° de animais 50
Peso/ldade 19-25¢g/ -
Sexo Macho
Origem Biotério Central da PUSP RP

Ribeirdo Preto, 03 de abril de 2017.

Ana Patricia Yétsuda Na{sui

Coordenadora da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeiréo 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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