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Resumo

A proteina antiofidica DM43 isolada do soro do gamba Didelphis aurita inibe o
efeito hemorragico e a atividade proteolitica de metaloproteases de venenos de
serpentes (SVMPs). Ao se ligar as SVMPs, o homodimero de DM43 se dissocia e
cada mondmero se liga a uma molécula de metaloprotease. O mondmero é
composto de trés dominios tipo-imunoglobulina, dois dos quais sao glicosilados.
Para investigar a relagao estrutura-fungdo de DM43, os genes codificantes para esta
proteina e para seus dominios foram clonados nos vetores pET101D/TOPO ou
pET102D/TOPO; neste ultimo, a proteina recombinante foi expressa em fusao com a
tiorredoxina. Expressamos as constru¢cdes obtidas em bactérias competentes da
linhagem BL21 Star (DE3) de E. coli, na forma de corpusculos de inclusdo. Apos
purificacdo e reenovelamento por didlise, os espectros de dicroismo circular (CD) na
regido do ultravioleta distante indicaram uma mistura de a-hélices e folhas f3
pregueadas para os dominios recombinantes expressos em fusdo com a
tiorredoxina. A identidade das proteinas recombinantes foi confirmada, tanto por
immunoblotting com anticorpo policlonal contra DM43, quanto por espectrometria de
massas (MS/MS). Entretanto, nenhum dos dominios recombinantes, isolados ou
combinados, foi capaz de inibir a atividade proteolitica da jararagina, uma
metaloprotease de Bothrops jararaca. Ao contrario, os dominios fusionados com a
tiorredoxina foram degradados quando incubados com esta SVMP. Estes resultados
podem indicar que a glicosilacdo € funcionalmente importante e/ou que a
conformagao nativa multidominio € necessaria para a atividade biologica deste
inibidor. Para melhor entender seus requisitos estruturais, estudamos a DM43 nativa
apos degradacéao proteolitica. Sob condigbes nativas, a digestao limitada de DM43
com tripsina ou quimotripsina gerou varios fragmentos, mas nenhum peptideo ativo
contra a SVMP foi obtido. Sob condi¢ées desnaturantes, a digestdo extensiva de
DM43 pela endoproteinase Lys-C produziu peptideos menores. Mesmo sem
atividade biolégica contra a jararagina, trés destes peptideos foram capazes de
interagir com esta SVMP. Apds sequenciamento por MS/MS, cada peptideo foi
localizado em um dominio diferente de DM43. Estes resultados parecem sugerir a

participagédo conjunta dos trés dominios na interagdo com as SVMPs.
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ABssTrACT

The antiophidic protein DM43 isolated from Didelphis aurita serum inhibits
the hemorrhagic effect and the proteolytic activity of snake venom metalloproteinases
(SVMPs). Upon SVMP addition, DM43 homodimer dissociates and one subunit binds
to one SVMP. The 43 kDa monomer is composed of three immunoglobulin-like
domains, two of which are glycosylated. To investigate the structure-function
relationship in this protein, the genes encoding DM43 and its domains were
separately cloned into pET101D/TOPO or pET102D/TOPO vector, this last with the
fusion partner thioredoxin. The obtained constructions were expressed in BL21 Star
(DE3) competent E. coli cells as inclusion bodies. After purification and dialysis
refolding, circular dichroism (CD) spectra in the far UV region of the recombinants
domains with fusion partner indicated the presence of folded proteins with both
alpha-helix and beta-sheet. The identities of the recombinant proteins were
confirmed by immunoblotting with polyclonal antibodies against serum DM43 and by
mass spectrometry (MS/MS). However, none of the domains either isolated or in
combination, were able to inhibit the proteolytic activity of jararhagin. In contrast,
thioredoxin-fused domains were readily digested by this SVMP. These results may
indicate that glycosylation is functionally important for DM43 and/or that a
multidomain native conformation is necessary for the biological activity of the
inhibitor. To better understand its structural requirements, serum DM43 was studied
after proteolytic degradation. Under native conditions, limited digestion of DM43 by
trypsin or chymotrypsin generated various fragments, but no active peptide against
SVMP was obtained. Extensive digestion of denatured DM43 by Lys-C
endopeptidase produced smaller peptides. Even though not able to neutralize the
proteolytic activity of jararhagin, three DM43 Lys-C peptides were able to bind to
SVMP. After sequencing by MS/MS, each peptide was localized to one DM43
domain. Taken together, these results seem to reinforce the participation of all three
domains of DM43 in the interaction with SVMPs.
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1. OFbiIsmo

O envenenamento por serpentes ainda representa um importante problema
de saude publica em diversos paises tropicais em desenvolvimento, sendo
recentemente considerado “uma das doengas mais negligenciadas do século 21”7 .
Mundialmente, a real estimativa pode exceder 5 milhdes de acidentes por ano,
incluindo mais de cem mil mortes . No Brasil Colénia, o ofidismo foi considerado uma
das grandes pragas existentes, sendo responsavel por um numero significativo de
obitos . Hoje, s&o cerca de 20 mil casos por ano no pais, com letalidade de 0,45%.
Apesar dos altos indices de morbi-mortalidade, os sistemas de saude nao tém dado
a devida atencado ao problema . Os dados mais recentes do Ministério da Saude
mostram um total de 28.321 casos de envenenamento no ano de 2005, o que
certamente esta subestimado .

As espécies de serpentes venenosas sao classificadas na infra-ordem
Caenophidia, que compreende as familias Elapidae, Viperidae, Atractaspididae e
Colubridae . As serpentes do género Bothrops, familia Viperidae, sdo consideradas
as mais agressivas e respondem pela maior parte dos acidentes registrados no
Brasil . Os venenos de serpentes sdo provavelmente os mais complexos de todos os
venenos. Eles podem conter vinte ou mais diferentes classes de componentes
peptidicos/protéicos, correspondendo a mais de 90 % do seu peso seco. De modo
geral, as classes mais abundantes s&o: toxinas com estrutura de fosfolipases A.,
como neurotoxinas e miotoxinas; metaloproteases com ou sem atividade
hemorragica; serino-proteases que interferem com o sistema hemostatico; lectinas e
peptideos . Dentre os 10 % restantes, encontram-se carboidratos, lipideos,
nucleosideos, aminas biogénicas e aminoacidos livres, além de ions e uma grande
quantidade de agentes quelantes de metal, como o citrato .

A funcao basica dos venenos € matar ou imobilizar a presa, além de auxiliar
na digestdo, uma vez que o processo evolutivo que deu origem as glandulas de
veneno ocorreu a partir do aparato digestivo, principalmente das glandulas salivares
. As proteinas e peptideos presentes nos venenos de serpente do género Bothrops
tém acao rapida e sao as principais responsaveis pelo aparecimento de grande parte

das manifestagdes clinicas, interferindo em mecanismos fisioldgicos e moleculares



especificos. Estes venenos geralmente induzem dor, edema, hemorragia e/ou
necrose no local da picada. Sistemicamente, podem causar sangramentos
espontaneos, choque persistente, hipotensao e faléncia renal, causa mais frequiente

de o6bito entre as vitimas destes ofidios .

2. TERAPEUTICA

A soroterapia foi desenvolvida no século XIX, simultaneamente por
pesquisadores de dois grandes centros franceses de pesquisa: de um lado, Césaire
Auguste Phisalix e Gabriel Bertrand, do Museu Nacional de Historia Natural, do
outro, Albert Calmette, do Instituto Pasteur. Phisalix e Bertrand tiveram motivacdes
diferentes das de Calmette para iniciar seus estudos sobre venenos de serpentes.
Os dois primeiros queriam compreender a bioquimica dos componentes do veneno.
Ja Calmette queria resolver problemas de saude publica. Enquanto Calmette
pensava em curar, Phisalix e Bertrand pensavam em observar para conhecer .

Ao contrario da teoria de Calmette, que acreditava que um soro preparado
contra veneno de Naja fosse efetivo contra qualquer outro veneno, o cientista
brasileiro Vital Brazil Mineiro da Campanha defendia a idéia da especificidade do
soro. Em 1901, no Instituto Soroterapico do Estado de Sao Paulo, atual Instituto
Butantan, Vital Brazil demonstrou pela primeira vez que os soros produzidos contra
0os venenos de cascavel e jararaca apresentavam propriedades distintas,
comprovando que a especificidade estava relacionada ao género da serpente
utilizada para imunizagao . A soroterapia €, até hoje, o unico tratamento especifico
para envenenamentos ofidicos aceito pela comunidade médica .

Ainda que eficaz para neutralizar os efeitos sistémicos quando administrada a
tempo, a soroterapia é pouco eficiente contra os efeitos locais, tais como hemorragia
e mionecrose, que se manifestam quase que imediatamente apds os acidentes
ofidicos. Em geral, a administracao de largas doses de antivenenos tardiamente nao
parece surtir efeito sobre estas manifestacbes fisiopatoldgicas, além de causar
reagdes anafilaticas em grande numero dos casos tratados . Com a preocupagao
final de amenizar as respostas adversas e aumentar a eficacia dos soros
antiofidicos, varias abordagens vém sendo desenvolvidas por pesquisadores do

mundo todo como: (a) emprego da técnica de ELISA para identificagdo da serpente



responsavel pelo envenenamento; (b) quantificagdo do veneno inoculado e o
monitoramento dos niveis de anticorpos circulantes ; (c) novas estratégias de
imunizagao, purificagdo e reducdo do conteudo proteico dos antivenenos; e (d)
busca por novos inibidores naturais . No futuro, estas informagdes deverao contribuir
para administracdo de menores quantidades de antivenenos especificos, indicando
também quais técnicas de processamento do soro sdo mais eficazes, de modo a
aumentar a meia-vida dos anticorpos circulantes.

Ha diversos fatores que contribuem para a escassez de antisoros no mundo.
Por exemplo, a grande diversidade imunoquimica dos venenos de serpentes explica
porque a eficacia dos antivenenos ¢é tao restrita e Ilimitada biolégica e
geograficamente. Outro problema é que as politicas e tecnologias usadas para a
producdo e distribuicdo dos soros antiofidicos sdo muito diferentes nos paises
produtores. Em alguns paises da Africa e da Asia, onde a incidéncia de
envenenamento é grande, a produgdo de antisoros € inexistente ou insuficiente.
Além disso, o acesso aos antisoros produzidos mundialmente é bastante limitado,
tornando esta doenga ainda mais negligenciada. Portanto, € necessario um esforgo
global urgente para amenizar este problema .

O Brasil € um dos poucos paises auto-suficientes na produgdo de soro
antiofidico. Atualmente, o Ministério da Saude financia a produgdao no Instituto
Butantan (Sao Paulo), Instituto Vital Brazil (Rio de Janeiro) e Fundagcéo Ezequiel
Dias (Minas Gerais). Ele é distribuido gratuitamente para hospitais em todo o pais e,

eventualmente, utilizado para suprir a caréncia em outros paises da América Latina .



3. UM BREVE HISTORICO SOBRE A IMUNIDADE NATURAL AO ENVENENAMENTO OFIDICO

Na antiguidade, era comum o uso de venenos como armas letais, o que faz
da busca por um antidoto universal uma preocupacao de varios séculos. Mithridates
VI (132 - 63 A.C.), rei de Pontus (atual Turquia), atormentado pelo medo de ser
envenenado, teria experimentado varios venenos e antidotos desenvolvidos por ele
em seus prisioneiros de guerra. Misturando diversos “ingredientes”, buscava uma
féormula que neutralizasse qualquer veneno. Chamou esta panacéia de Antidotum
Mithridatium e o considerou um antidoto para todos os venenos, incluindo os de
serpentes. Séculos mais tarde, Andromachus, médico do imperador romano Nero,
se interessou pelo Mithridatium e desenvolveu uma nova férmula, removendo alguns
ingredientes e adicionando outros, inclusive carne de vibora. Ja nesta época,
acreditava-se que as serpentes venenosas nao sofriam a acdo de seu proprio
veneno. A esta nova panacéia foi dado o nome de Galene, também conhecida como
Teriaco de Andromachus .

O dito popular “as serpentes ndao morrem pela acdo de seu proprio veneno”
prevaleceu e, no seéculo XVIIl, Felice Fontana descreveu a resisténcia natural que
varios animais apresentavam frente a venenos de serpentes . Este trabalho pioneiro,
considerado um marco no estudo da imunidade natural, inspirou outros cientistas.
Em 1922, Marie Phisalix reportou experimentos que mostram a resisténcia de outros
animais, como peixes, répteis, invertebrados e mamiferos ao envenenamento. Foi
ela quem instituiu 0 uso de quantidades especificas de veneno para mensurar a
resisténcia aos mesmos. Assim, foi possivel estabelecer resisténcia de um animal
pela inoculagdo de uma “dose letal minima”, ou seja, a menor quantidade de veneno
necessario para matar um animal, por uma determinada via de inoculagdo . Desde
entdo, varios pesquisadores vém estudando os mecanismos envolvidos na
neutralizacdo de venenos ofidicos em répteis, incluindo as proprias serpentes, e em

mamiferos .



4, CLASSIFICACAO GERAL DOS INIBIDORES NATURAIS

A resisténcia natural de algumas espécies animais ao envenenamento por
serpentes pode se dever a dois mecanismos principais: 0 primeiro, menos comum,
explica a resisténcia a neurotoxinas com agao pdés-sinaptica. A subunidade alfa do
receptor de acetilcolina dos animais resistentes apresenta mutagcdes pontuais que
impedem a ligagdo da neurotoxina sem, contudo, impedir a interagdo normal do
agonista fisioldgico acetilcolina com seu receptor. O segundo mecanismo envolve a
presenca de proteinas séricas responsaveis pela neutralizacdo da atividade toxica
de importantes componentes dos venenos . O interesse pelas proteinas antiofidicas
vem aumentando nos ultimos anos, uma vez que estas moléculas podem auxiliar na
compreensao do mecanismo de agao de toxinas de venenos, além de
representarem potenciais alternativas terapéuticas na clinica dos acidentes ofidicos
e/ou de patologias associadas a expressdo desregulada de metaloproteases ou
fosfolipases .

Os inibidores naturais de toxinas de venenos ja isolados e caracterizados
foram classificados em dois grandes grupos, de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas e especificidades de inibicdo : inibidores de fosfolipases A, de
veneno de serpentes, ou PLIs (PLA: inhibitors), e inibidores de metaloproteases de
veneno de serpentes ou SVMPIs (snake venom metalloproteinase inhibitors). A
seguir, passaremos a descrever com mais detalhes os protagonistas do fendmeno

de resisténcia natural, quais sejam, os inibidores e as toxinas que eles neutralizam.



5. FosroLipAses A, DE VENENOS DE SERPENTES

Por definicdo, as fosfolipases A, (PLA;) sdo enzimas calcio-dependentes que
catalisam a hidrélise de fosfolipideos, produzindo lisofosfolipideos e acidos graxos
livres . Ainda que bastantes similares sequencialmente e estruturalmente, as PLA;
de venenos de serpentes podem induzir uma variedade de efeitos farmacoldgicos,
com ou sem toxicidade. As PLA; de elapideos e viperideos sao classificadas nos
grupos |A e IIA/B, respectivamente . Estas enzimas podem atuar como complexos
(ex.: bungarotixina e crotoxina), ou serem farmacologicamente ativas sozinhas (ex.:
miotoxinas PLA, Asp*® e Lys*) .

As PLA; podem apresentar atividade miotdxica e/ou neurotdxica, entre outras.
As PLA; neurotdxicas sdo formadas por uma ou mais cadeias e atuam na jungéo
neuromuscular a nivel pré-sinaptico. Elas causam necrose da musculatura
esquelética e possuem valores de dose letal (LDsy) extremamente baixos . As
miotoxinas nao-neurotdxicas geralmente possuem carater basico e massas
moleculares em torno de 15 kDa, sendo caracteristicas dos venenos viperideos.
Elas podem ser subdivididas em dois grupos: (A) miotoxinas Asp*® possuem um
residuo de acido aspartico presente na posi¢cao 49 da regidao de ligacdo ao calcio,
conferindo atividade catalitica a PLA,. Como exemplos, podemos citar as miotoxinas
| e Ill de Bothops asper ; (B) miotoxinas Lys* possuem uma lisina na posigéo 49,
impedindo a ligacéo do calcio e, portanto, fazendo com que a toxina tenha pouca ou
nenhuma atividade enzimatica. Como exemplos, podemos citar as miotoxinas Il e IV
de B. asper . A presenca do acido aspartico na posicao 49 parece ser crucial para a
ligagdo com o célcio e conseqiente atividade catalitica. Apesar disso, as PLA,-Lys*
mantém sua capacidade de causar miotoxicidade por mecanismos nao enzimaticos
de dano na membrana. Além da neuro- e da miotoxicidade ja citadas, as PLA; de
veneno de serpentes também podem, por exemplo, provocar cardiotoxicidade,

induzir efeitos anticoagulantes ou interferir com a agregacgao plaquetaria .



6. IniBIDORES DE PLAZ2 DE VENENOS DE SERPENTES

De um modo geral, os inibidores de PLA, (PLIs) sdo glicoproteinas
oligoméricas acidas, de 75 a 180 kDa, com 3-6 subunidades que variam de 20 a 50
kDa . Caracterizar estes PLIs de acordo com sua atividade biolégica ndo é uma
tarefa facil, ja que a maior parte foi descrita simplesmente como inibidores da
atividade catalitica de PLA;, sem especificar quais efeitos tdxicos destas enzimas
sdo, de fato, inibidos . Baseados apenas em sua estrutura primaria, Ohkura e
colaboradores classificaram os PLIs isolados do plasma/soro de répteis em trés

tipos:

(A) PLIa: apresentam uma regidao homologa aos dominios de reconhecimento de
carboidratos (CRD) de lectinas calcio-depententes. Curiosamente, receptores de
fosfolipase presentes no homem e em coelhos também possuem sequéncias de
reconhecimento de carboidratos, sugerindo uma evolugdo comum entre estes
receptores e os PLIa . Como exemplo de PLla, podemos citar o BaMIP (Bothrops
asper myotoxin inhibitor protein). Trata-se de um oligbmero acido de 120 kDa,
composto por 5 subunidades de 23-25 kDa ligadas n&o-covalentemente, capaz de
inibir a atividade catalitica (fosfolipasica) e miotoxica das miotoxinas | e lll isoladas
do veneno de Bothrops asper. Inibidores homologos ao BaMIP foram isolados dos
plasmas das serpentes Bothrops godmani , Bothrops moojeni e Antropoides

nummifer .

(B) PLIB: Sao glicoproteinas acidas que possuem estrutura rica em leucina. Um
exemplo é o inibidor isolado do plasma de Agkistrodon blomhoffi sinitticus , que
apresenta 9 sitios de repeticdo de leucinas (sequéncia LRRs). Esta sequéncia LRR
foi descrita pela primeira vez na aj-glicoproteina rica em leucina (LRG), proteina

humana de funcédo desconhecida .

(C) PLIly: apresentam um padrao de residuos de cisteina tipico do three-finger motif
presente no receptor do ativador de plasminogénio tipo-uroquinase e nos antigenos
de superficie celular pertencentes a superfamilia Ly-6. Estes inibidores s&o
denominados tipo-neurotoxina, ja que a superfamilia Ly-6 parece estar

evolucionalmente relacionada com citotoxinas/neurotoxinas de veneno de serpentes
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. Um PLIy com atividade antineurotoxica bastante estudado € o inibidor da crotoxina
isolado do soro de Crotalus durissus terrificus por dois grupos, trabalhando
independentemente . CNF (Crotalus neutralizing factor) ou CICS (Crotoxin inhibitor
from Crotalus serum) € uma glicoproteina acida de 130 kDa, resultado da
associacao nao-covalente de subunidades de 23-25 kDa. O mecanismo de inibicao
envolve a formagdao de um complexo estavel e inativo entre o inibidor e a
subunidade basica e cataliticamente ativa da crotoxina (CB). Esta interacdo promove
a dissociagao da crotoxina e a liberagcédo da subunidade acida (CA), responsavel pelo
direcionamento da toxina até seu alvo na jun¢gdo neuromuscular.

Existe ainda uma quarta classe de PLlIs, atualmente representada por uma
Unica proteina acida denominada DM64. Este inibidor homodimérico (subunidades
de 64 kDa), isolado do soro do marsupial Didelphis marsupialis , atualmente
Didelphis aurita , inibe a miotoxicidade e a citotoxicidade das miotoxinas | (Asp*®) e
(Lys*®) de Bothrops asper. Curiosamente, DM64 nao interfere com a atividade
catalitica da miotoxina | . Este resultado indica que a miotoxicidade induzida pela
miotoxina | independe de sua atividade catalitica ou fosfolipasica. Apoés
sequenciamento de seu cDNA, DM64 foi classificada como membro da superfamilia
génica das imunoglobulinas. Este inibidor possui cinco dominios tipo-imunoglobulina
e € homodlogo a a1B-glicoproteina humana (AAL07469) e a DM43, um inibidor de

metaloprotease de venenos de serpentes .



7. METALOPROTEASES DE VENENOS DE SERPENTES

As metaloproteases de veneno de serpentes, comumente conhecidas como
hemorraginas ou SVMPs (snake venom metalloproteinases), sdo enzimas zinco-
dependentes, de massas moleculares variadas (22-100 kDa), principais
responsaveis pelos efeitos hemorragicos caracteristicos dos envenenamentos por
serpentes da familia Viperidae . Estas enzimas s&o inibidas por agentes quelantes,
como EDTA e ortofenantrolina, que sequestram o zinco, inibindo sua atividade
proteolitica e hemorragica . Elas pertencem ao grupo das reprolisinas, juntamente
com as ADAMs (a desintegrin and metalloproteinase), e sdo caracterizadas pela
presenca de um sitio catalitico que conserva o motivo HEXXHXXGXXH, responsavel
pela ligagdo do ion Zn?*. Com base no sequenciamento do cDNA destas enzimas,
sabe-se que elas sao sintetizadas sob a forma de um precursor inativo ou zimogénio
e, posteriormente, processadas até a forma ativa, apos hidrolise do pré-dominio e do
peptideo sinal

A seguinte classificagdo das SVMPs foi originalmete proposta por Bjarnason e
Fox em 1994 e atulaizada por Fox e Serrano em 2005 : Pl (20-30 kDa) s&do muito
abundantes nos venenos e apresentam o dominio catalitico; PIl (35-50 kDa) sao
compostas pelo dominio catalitico e um dominio desintegrina. Frequentemente, esta
enzima é processada, gerando uma Pl e o peptideo desintegrina. PIII (50-80 kDa)
apresentam, além do dominio catalitico, os dominios tipo-desintegrina e rico em
cisteinas. Algumas PIlIl podem formar pontes dissulfeto com duas cadeias tipo-
lectina. Este grupo, anteriormente classificado como PIV, atualmente constitui a
subclasse Pllld. Outras subclasses de SVMPs, (PIl a-e e PllIl a-d) foram propostas
baseando-se em dois critérios principais: susceptibilidade ao processamento

proteolitico e capacidade de dimerizacéao.
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8. INBIDORES DE MIETALOPROTEASES

Nos ultimos anos, varios inibidores de metaloproteases de veneno de
serpentes (SVMPIs) foram isolados e caracterizados por diferentes técnicas.
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares mais intimos
envolvidos no fendmeno da resisténcia aos efeitos toxicos dos venenos de serpente.
Em geral, as SVMPIs séo glicoproteinas acidas que exercem sua fungao biologica
através da formacao de complexos inativos nao-covalentes com as SVMPs. Estes
inibidores sao estaveis e mantém sua atividade mesmo depois de serem submetidos
a altas temperaturas e grande variacao de pH . Segundo sua estrutura primaria,
podem ser classificados na superfamilia das cistatinas, superfamilia génica das
imunoglobulinas ou na familia das ficolinas/opsoninas P35 . Esta ultima é constituida
por uma unico inibidor (erinacina) isolado a partir do extrato de musculo esquelético
do mamifero Erinaceus europaeus. Erinacina € uma proteina anti-hemorragica
complexa, de 1.070 kDa, constituida das subunidades a e B de 37 e 35 kDa,
respectivamente . As outras duas familias de inibidores de metaloproteases estao

descritas com mais detalhes nos proximos paragrafos:

(A) Inibidores pertencentes a superfamilia das cistatinas. HSF (Habu serum factor), o
primeiro inibidor caracterizado , foi isolado do soro de Trimeresurus flavoviridis.
Apresenta massas moleculares de 48 e 70 kDa, respectivamente por MALDI-TOF e
exclusdo molecular, indicando uma estrutura dimérica em condi¢gdes nativas . Sua
estrutura primaria é composta por dois dominios cistatina contiguos na regido N-
terminal, além de um dominio rico em histidinas C-terminal . Esta proteina inibe a
atividade hemorragica das SVMPs HR1 (classe P-lll) e HR2 (classe P-I) isoladas do
veneno autdlogo . Experimentos de analise da estequiometria indicam a interacéo de
uma molécula de HSF com uma molécula de metaloprotease da classe P-IIl. Apds
modificagdes quimicas em aminoacidos especificos, foi sugerido que residuos de
lisina e triptofano de HSF desempenham papel crucial no seu mecanismo de inibicdo
. Outro exemplo bem caracterizado de inibidor da superfamilia das cistatinas é a
BJ46a, uma proteina de 46 kDa isolada do soro de Bothrops jararaca . BJ46a inibe
SVMPs das classes P-lI e P-lll e compartilha 85 % de identidade sequencial com
HSF. Diferentemente deste ultimo, cada molécula de BJ46a interage com duas

moléculas de metaloprotease, especificamente no dominio catalitico da enzima.
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(B) Inibidores da superfamilia génica das imunoglobulinas. Sao inibidores isolados
do soro de mamiferos resistentes ao envenenamento ofidico. A primeira molécula
caracterizada desta familia foi a oprina, um inibidor de metaloprotease de 52 kDa
isolado do soro do gamba norte-americano Didelphis virginiana. Trata-se de uma
glicoproteina &cida, de cadeia unica, com 26 % de dlicosilagdo, que inibe
especificamente SVMPs, nao interferindo com a atividade catalitica de serino-
proteases de veneno ou de metaloproteases bacterianas . Outros trés fatores
estruturalmente homélogos a oprina foram isolados do soro do mangusto Herpestes
edwardsii. AHF 1, 2 e 3 s&o glicoproteinas monomeéricas, de aproximadamente 65
kDa, contendo 4,2 %, 13,6% e 6 % de carboidrato, respectivamente. AHF 2 e 3
tiveram apenas suas sequéncias N-terminais determinadas, enquanto AHF 1 teve 79
% de sua sequéncia primaria determinada por degradagcéo de Edman .

De todos os inibidores de SVMPs da superfamilia génica das
imunoglobulinas, DM43 é o mais bem caracterizado. Esta proteina foi isolada do
soro do gamba Didelphis marsupialis (reclassificado recentemente como Didelphis
aurita) , inicialmente como uma fragdo protéica denominada FAB (fragdo
antibotrépica). Posteriormente, verificou-se que FAB era composta por pelo menos
trés proteinas, duas das quais (DM40 e DM43) inibiam as atividades letal,
hemorragica, edematogénica e hiperalgésica dos venenos botropicos . DM43 € uma
proteina multidominio que apresenta homologia com a a1B-glicoproteina, proteina
plasmatica humana pertencente a superfamilia génica das imunoglobulinas. Até
pouco tempo, a fungao da a1B-glicoproteina ndo era conhecida. Mais recentemente,
Udby e colaboradores mostraram que esta proteina forma complexo equimolar
inativo com a CRISP-3 humana (cysteine-rich secretory protein 3), protegendo o
organismo contra um possivel efeito prejudicial provocado pela livre circulagao desta
proteina. Interessantemente, outras proteinas da familia CRISP sao encontradas em
venenos de serpentes, onde s&do caracterizadas como tipo-neurotoxina; e as SVMPs
tipo Pl também possuem um dominio rico em cisteinas.

DM43 inibe completamente as atividade proteoliticas da jararagina (SVMP-
Plll) e da botrolisina (SVMP-PI), metaloproteases do veneno de B. jararaca,
formando complexos estaveis, ndo-covalentes com estas toxinas . DM43 parece
interagir com o dominio metaloprotease das SVMPs, uma vez que nao forma
complexo com jararagina-C, molécula derivada do processamento da jararagina,

possuindo apenas seus dominios tipo desintegrina e rico em cisteina . Experimentos
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de cromatografia por exclusdo molecular indicam que DM43 é um homodimero em
seu estado nativo. Quando da interagdo com a SVMP, o dimero se dissocia, € um
mondmero do inibidor se liga a uma molécula de metaloprotease, formando um
complexo soluvel inativo .

Ja foi mostrado também que DMA43 inibe a atividade proteolitica de
metaloproteases de matriz extracelular (MMPs 2, 3 e 9) de sobrenadantes de
linhagens de fibroblastos (3T3) e adenocarcinomas de mama (MCF7) e induz morte
celular nestas linhagens por via ainda n&o elucidada. Estes resultados originaram a
patente intitulada “Uso de DM43 e seus fragmentos como inibidor de
metaloproteases de matriz” (codigo BRPI10400284-9, depdsito nacional em 05/11/03,
concessao em 18/03/2004; cddigo WO/2005/087252, depdsito internacional em
18/03/05, concesséo em 22/09/2005).

9. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Ainda que alguns inibidores de metaloproteases, neurotoxinas e miotoxinas
de venenos de serpentes tenham sido clonados e caracterizados, os mecanismos
moleculares envolvidos no fenbmeno da resisténcia de serpentes e mamiferos aos
efeitos téxicos dos venenos néo estdo completamente elucidados. O Laboratoério de
Toxinologia do Instituto Oswaldo Cruz vem estudando este assunto ha quase duas
décadas. Nos Uultimos anos, o grupo contribuiu significativamente para o
entendimento do fendmeno em termos moleculares, publicando varias revisdes
internacionais sobre o assunto . Esforgcos foram concentrados particularmente no
estudo do SVMPI DMA43. Este inibidor pode ser utilizado para melhor
compreendermos o mecanismo de agao de toxinas de venenos e deve ser encarado
como potencial alternativa terapéutica na clinica dos acidentes ofidicos e/ou de
patologias associadas a expressao desregulada de metaloproteases. Recentemente,
um dos mais conceituados grupos de pesquisa em terapias antiveneno do mundo
publicou um artigo sugerindo a administracao in situ de inibidores naturais de toxinas
de venenos como forma de minimizar os importantes danos locais provocados pelo
envenenamento . De modo interessante, dados de nosso grupo mostram que o
inibidor de metaloprotease DM43 é mais potente do que os soros antiofidicos
comerciais em neutralizar o efeito hemorragico local dos venenos botrépicos . Neste

contexto, € fundamental a caracterizagcao estrutural detalhada desta molécula, para
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entendermos sua relacdo estrutura-funcdo. Desta forma, poderiamos, no futuro,
sintetizar/produzir fragmentos ativos mais eficientes e com menos efeitos colaterais
do que os soros hiperimunes utilizados atualmente. Portanto, a proposta desta tese
foi a caracterizagdo dos requisitos estruturais minimos necessarios a atividade
biolégica da antitoxina DM43. Para alcangarmos o objetivo pretendido, utilizamos

técnicas de biologia molecular e abordagens bioquimicas classicas.

10. OBJETIVOS

Clonar e expressar em bactérias o inibidor DM43 e cada um de seus dominios
isoladamente, mapeando as regides da proteina responsaveis por sua atividade
biolégica. De modo complementar, submeter a proteina nativa a digestdes limitadas
ou extensivas, procurando caracterizar fragmentos capazes de interagir com

metaloproteases de veneno e/ou inibir sua atividade enzimatica.
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FLuxoGRAMA DA ABORDAGEM DE BioLoGiA MoOLECULAR:

pGEM-T Easy com cDNADM43 |+ | Oligos para DM43 e seus dominios
2

PCR
¥

Anélise por eletroforese em gel de agarsose a 1%
v

Excisdo das bandas
¥
Extragdo do DNA
¥

Ligagido aos vetores de expressio

¥
Transformagédo de bactérias TOP10 para propagagéo do vetor
¥
Purificagdo do DNA plasmidial por Mini-Prep
¥
Sequenciamento de DNA
4
Tansformagéo de bactérias competentes BL21 Star (DE3)
v
Indugio da expressao protéica por IPTG
¥
Lise das bactérias
rd N
Separagio da fragao soluvel Solubilizagdo da fragdo insoltvel
N L v
Analise por SDS-PAGE > | Immunoblotting
¥
Identificagdo das proteinas recombinantes por MS/MS
v
Purificagdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade |=>| Analise por SDS-PAGE
[
Renaturagéo dos recombinantes pordidlise | Dosagem de proteinas

P A

Clivagem da tiomedoxina com EK J Dicroismo Circular

Analise da Oligomerizagao
(Exclusdo molecular, PAGE nativo, SDS-PAGE em condi¢des redutoras ou nao)

v \ 4
Ensaios de atividade:
inibicdo da atividade proteolitica da jararagina
sobre caseina ou fibrinogénio




1. VETORES E CEPAS BACTERIANAS

Nesta tese, utilizamos o vetor pGEM-T Easy (Promega) portador do cDNA
que codifica a proteina antiofidica DM43 como molde para amplificagdo das regides
codificantes de interesse.

Os vetores escolhidos para expressao heteréloga em Escherichia coli foram o
pET101 e o pET102 D-TOPO (Invitrogen), representados esquematicamente na
Figura 1. Dentre suas caracteristicas mais importantes, podemos observar que sao
constituidos por:

a) um promotor de transcricdo T7/ac, que permite a expressao, induzivel por
IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo), de altos niveis de proteina
recombinante em bactérias que expressam T7 RNA polimerase;

b) um operador lactose (/lacO), sitio de ligagao do repressor lac (codificado pelo
gene lacl), responsavel pela reduzida expressao basal da proteina recombinante;

c) um sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS), que garante a tradugéo eficiente do
RNAMmM;

d) uma regido para clonagem unidirecional dos produtos de PCR;

e) uma regido que codifica um epitopo de 14 aminoacidos (V5 epitope) e uma
sequéncia que codifica 6 residuos de histidina, ambas na regido C-terminal da
proteina heterdloga, permitindo, respectivamente, seu reconhecimento por anticorpo
e sua purificagdo por cromatografia de afinidade ao niquel;

f) um terminador de transcricao T7 (T7 term);

g) um gene de resisténcia a ampicilina (codifica B-lactamase), para permitir a
selecao das bactérias transformadas;

h) apenas no pET102, uma regidao -codificadora para tiorredoxina (HP
thioredoxin; 11,7 kDa). Quando em fusdo com a proteina heterdloga, esta proteina
pode aumentar a eficiéncia de traducdo e, em alguns casos, a solubilidade de
proteinas eucaribticas expressas em E. coli,

i) também apenas no pET102, um sitio de clivagem especifico para
enteroquinase (EK), localizado entre as sequéncias das duas proteinas fusionadas,

permitindo a obtencédo do recombinante livre de tiorredoxina.
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Figura 1: Desenho esquematico dos vetores pET101 e pET102 D-TOPO.

Para clonagem e propagacao dos clones de interesse, utilizamos a linhagem
One Shot” TOP10 de E. coli, genodtipo [F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1
nupG] (Invitrogen). Para expressao da proteina recombinante, que sé ocorre na
presenca de T7 RNA polimerase induzivel por IPTG, foi utilizada a linhagem BL21
Star™ (DE3) de E. coli, genodtipo [F- ompT hsdSs (rsmg’) gal decm rme131 (DE3)]
(Invitrogen).

As bactérias competentes foram preparadas em nosso laboratério da seguinte
maneira: aliquotas de E. coli TOP10 e BL21 Star (DE3) provenientes do kit de
clonagem (Invitrogen) foram estriadas em uma placa contendo meio de cultivo Luria
Bertani sélido (LB Agar, composicdo: 1 % triptona, 0,5 % extrato de levedura, 1 %
cloreto de sddio, 15 g/L agar) e incubadas, a 37°C, por aproximadamente 16 h. Uma
unica colbnia foi isolada e cultivada, pelo mesmo periodo, em 5 mL de meio LB
liquido sem antibiético (composicdo: 1 % triptona, 0,5 % extrato de levedura, 1 %

cloreto de sédio). No dia seguinte, 500 yL do meio cultivado foram transferidos para
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um baldo Erlenmeyer estéril contendo 100 mL de meio LB liquido sem antibiotico
(diluicdo 1:200) e incubados a 37°C. O aumento da biomassa foi monitorado pela
turbidez (densidade o6tica ou OD) do meio a 600 nm. Apds atingir ODeoo entre 0,2 e
0,4, o meio foi submetido a centrifugacdo, a 4.000 x g, por 5 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e, ao sedimento de bactérias, foram adicionados 40 mL
de solucédo de CaCl, 100 mM, esterilizados através de filtracdo em membrana com
tamanho de poro de 0,22 uym. Apds incubagdo em gelo por 20 min, uma nova
centrifugacéo foi feita nas mesmas condicbes anteriores e as células foram
ressuspensas em 8 mL de solugdo de CaCl, 100 mM, contendo 10 % de glicerol.
Este tratamento tornou as células competentes, isto €, com as paredes fragilizadas,
facilitando a transformacao com DNA plasmidial, apds choque térmico. A suspensao
bacteriana foi dividida em pequenas aliquotas (100 pL), estocadas a - 80 °C. A
eficiéncia de transformacao destas células foi medida com o plasmideo controle
(pPUC19 - 10 pg/uL) fornecido pelo kit de clonagem, e expressa em CFU/ug, segundo
o protocolo do fabricante (Invitrogen).

(Pesquisa com OGM autorizada pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga
CTNBio; CQB 105/99).

2. DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS E REAGAO PARA AMPLIFICAGAO DOS GENES

Os oligonucleotideos foram desenhados com o objetivo de amplificar as
regides codificadoras referentes a DM43 completa e a cada um de seus dominios
isolados. Os oligonucleotideos para as fitas senso possuiam um adaptador (5
CACC 3), indicado em vermelho na tabela 1, essencial para permitir a clonagem
direcional dos amplicons nos vetores pET. O cddon de iniciacdo ATG, necessario
para expressao proteica no vetor pET101, esta sublinhado. No vetor pET102, ja
existe um cdédon de iniciagao imediatamente anterior a sequéncia da tiorredoxina. As
sequéncias de todos os oligonucleotideos utilizados neste trabalho estdo descritas

na tabela abaixo.
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Tabela 1: Lista de oligonucleotideos desenhados para clonagem das regides de interesse de DM43.

Nome Sequéncia (5’ - 3') Fita
DM43D1F C ACC TTA AAG GCT ATG GAC CCA ACT Senso
DM43D1R AGG CTC TTT TCC TGT CAC CTC Anti-senso
DM43D2F CACCCTCCCTGCCCCCTCTTTG Senso
DM43D2R GAA GTC TGG TAT CAC AAT GTG Anti-senso
DM43D3F C ACC CTG CCA AAG GCC AACTTC TAT Senso
DM43D3R CTG GCC TGT ACT CAG GTC CAG Anti-senso

DM43101D1F C ACC ATG TTA AAG GCT ATG GAC CCA ACT Senso
DM43101D2F CACCATGCTCCCTGCCCCCTCTTTG Senso
DM43101D3F C ACC ATG CTG CCA AAG GCC AAC TTC TAT Senso

As reacbes de PCR foram preparadas para um volume final de 50 pL.
Utilizamos como molde 1 pyL do vetor pGEM-T easy (~2 ng/uL), contendo o cDNA
que codifica para DM43. Utilizamos também: 0,4 uL (2 unidades) de DNA polimerase
de alta fidelidade (Taq HiFi, Invitrogen); 5 pL de solugdo tampao da polimerase
fornecida pelo fabricante 10 x concentrada; 2 uL de dNTPs (desoxirribonucleotideos
trifosfatados: dATP, dCTP, dGTP, dTTP / 2,5 mM); 1 uL de MgS0O4 1,5 mM; e 2 uL
de cada oligonucleotideo (senso e anti-senso / 25 mM). O programa utilizado no
termociclador da marca Techne" foi:

e 94 °C, por 5 min;
» 35 ciclos de:

* 94 °C, por 45 seg

» 55-65 °C (dependendo do oligonucleotideo), por 45 seg;

 68°C, por 1 min e 30 seg;

e mais uma extensao de 68 °C, por 5 a 7 min.

Os produtos finais de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1 %, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio . Como tampdes do gel e
de corrida, foi utilizado o TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM). Apds migragao no
gel, a(s) banda(s) de interesse foram recortadas no transiluminador, usando baixa
intensidade de UV. O DNA foi extraido e eluido utilizando-se o kit Concert Rapid Gel
Extraction System (Invitrogen), segundo o protocolo do fabricante. Este DNA foi
novamente analisado por eletroforese em gel de agarose para verificar a eficiéncia

da extragao.
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3. LIGAGAO DOS INSERTOS AOS VETORES DE EXPRESSAO

Os insertos purificados foram incubados, por 30 min, a temperatura ambiente,
com os vetores de expressdo pET101 ou pET102 D-TOPO, segundo as
especificagdes do kit de clonagem do fabricante (Invitrogen), da seguinte forma:

* 0,1a4 pL do produto de PCR
* 1 uL de solugao salina

« Aguag.s.p. 5L

* 1 L do vetor TOPO

* Volume final =6 uL

4. TransrorMAGAO DE E. coLl, LINHAGEM TOP10

O produto de ligagdo (6 pL) foi adicionado a 100 yL de bactérias calcio-
competentes TOP10, que estavam congeladas a - 80 °C em glicerol e que foram
previamente descongeladas, em gelo, por 15 min. A solugao foi incubada, por 30
min, no gelo e, a seguir, submetida a choque térmico, a 42 °C, por 2 min, e
imediatamente resfriada no gelo, por 5 min.

As bactérias transformadas foram misturadas a 700 uL de meio LB liquido e
incubadas, a 37 °C, sob agitagao, por 1 h. Toda amostra foi plaqueada em meio LB-
Agar suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e incubada, por aproximadamente
18 h, a 37°C. Destes plagueamentos, foram coletadas todas as colénias. Para
amplificagdo dos clones, cada colénia foi inoculada em 2,5 mL de meio LB liquido
com ampicilina 100 pg/mL, sendo incubada, a 37 °C, sob agitacéo, por 18 h. O DNA
plasmidial de todas as amostras foi extraido usando o sistema de mini-preparacgao
comercial Wizard Plus SV Minipreps (Promega), seguindo o protocolo do fabricante.
A eluicdo do DNA purificado pelas minicolunas Wizard® SV foi feita com 50 pL de
H.0, a 65°C.
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5. Seauenciamento bpe DNA

Aliquotas de aproximadamente 200 ng de DNA plasmidial foram submetidas a
sequenciamento pelo método de terminacido de cadeia por didesoxirribonucleotideos
, adaptado para o sequenciador capilar ABI 3730 (Applied Biosystems), alocado na
Plataforma Gendmica de Sequenciamento de DNA do PDTIS (Programa de
Desenvolvimento Tecnolégico em Insumos para Saude, Fundagdo Oswaldo Cruz).
Este método consiste na polimerizacdo de cadeias nucleotidicas, complementares
ao DNA sendo sequenciado, que sao interrompidas ao acaso sempre que um
ddNTP (didesoxirribonucleotideo trifosfatado) marcado com corante fluorescente
especifico € incorporado. Ao contrario dos dNTPs usuais, os ddNTPs ndo possuem
OH na posigdo 3’ da desoxirribose e, portanto, ndo podem formar uma ligagcéo
fosfodiéster com o proximo dANTP a ser incorporado. Ao final deste processo,
fragmentos de diversos tamanhos sdo gerados, diferindo entre si por uma unica
base. Apds separacdo por eletroforese, os ddNTPs de cada fragmento sao
detectados através de feixes de laser, permitindo diagnosticar qual a posigdo de
cada base na fita de DNA. Para reagado de sequenciamento, foi usado o kit Big Dye
3.1 Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems), seguindo as instrugdes do
fabricante.

Em alguns casos, amplificamos por PCR, com uma DNA polimerase comum
(Tag polimerase, Invitrogen), as regides de interesse dos plasmideos clonados,
antes do sequenciamento. O produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel
de agarose a 1 % e as bandas amplificadas foram recortadas do gel. Apos extragao
e eluicdo do DNA, como descrito anteriormente, aproximadamente 20 ng foram
submetidos ao sequenciamento. Os oligonucleotideos utilizados no sequenciamento
em ambos os casos foram: T7F (5 TAA TAC GAC TCA CTATAG GG 3’) e T7R (5
GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 3’). Apenas no caso do pET102, usamos também
o TrxFus (5’ TTC CTC GAC GCT AAC CTG GCC 3)).
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6. ANALISE DAS SEQUENCIAS

Os arquivos referentes aos eletroferogramas das sequéncias foram
exportados a partir do programa Chromas. As sequéncias de DNA obtidas foram
comparadas com os bancos de dados de nucleotideos e proteinas do GenBank,
através do programa BLAST, usando os algoritmos BLASTx e BLASTn . Os
resultados do sequenciamento também foram comparados diretamente com a
sequéncia do cDNA de DM43 obtida durante o Mestrado , utilizando o programa

Multalin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.htmL).

7. TransrormAcAo DE E. coLi BL21 StAr (DE3) E EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Os clones positivos por sequenciamento, ou seja, vetores de expresséo (pET
101 ou 102) que incorporaram os DNAs que codificam para cada um dos trés
dominios de DM43 isoladamente e para DM43 completa, foram usados para
transformagdo de bactérias competentes BL21 Star (DE3) de forma analoga a
transformagdo em TOP10. Apds choque térmico, as bactérias transformadas foram
misturadas a 500 uL de meio LB liquido e incubadas, a 37 °C, sob agitagao, por 1 h.
Cada amostra foi entado diluida em meio LB/ampicilina 100 uyg/mL (g.s.p. 10 mL) e
incubada, na mesma temperatura, sob agitagao, por aproximadamente 12 h.

Em seguida, os 10 mL do meio crescido de cultura foram diluidos 20 vezes.
As novas culturas foram incubadas, a 37° C, sob agitagdo, com monitoramento de
turbidez de hora em hora. No momento em que a ODsy atingiu aproximadamente
0,6, aliquotas de 20 mL foram retiradas de cada cultura (controle nao induzido). Ao
restante do volume, foi adicionado IPTG, para uma concentracdo final de 1 mM
(amostra induzida). As incubagdes prosseguiram, para ambas as amostras induzidas
e nao-induzidas, por mais 12 h, a 37 °C, sob agitagao.

As bactérias foram coletadas por centrifugacéo (10.000 x g, por 10 min, a
4°C) e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos bacterianos da amostra no-
induzida foram ressuspensos em 1 mL de tampéo de lise (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5
M e Triton X-100 0,1 %) e os da fragdo induzida, em 10 mL do mesmo tampdo. A

seguir, as bactérias foram lisadas por 20 ciclos de congelamento em banho de gelo
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seco/acetona (1 min) e descongelamento, a 37 °C (2 min), e centrifugadas a 10.000
x g, por 15 min, a 4 °C. Os sobrenadantes (fracdo soluvel) foram coletados e
mantidos a 4 °C. Os sedimentos (corpusculos de inclusdao — fragao insoluvel) foram
lavados duas vezes com tampao Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M, Triton X-100 0,1 %, -
mercaptoetanol 5 mM, Uréia 1 M, e solubilizados em 1 mL (no caso da fragdo nao-
induzida) ou 10 mL (fragdo induzida) de tampéao Tris-HCI 200 mM, NaCl 0,5 M, [3-
mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0, por aproximadamente 12 h, sob agitagao,

a temperatura ambiente.

8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Amostras das fragdes soluveis e insoluveis foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-PAGE), usando o sistema
descontinuo de Tris-glicina descrito por Laemmli . O gel de empilhamento era
composto de poliacrilamida a 4 %T e o gel de separacgéo, de poliacrilamida a 12 ou
15 %T (todos os géis a 2,67 %C). Os géis foram submetidos a 200 volts constantes,
por cerca de 40 min. Para analise dos peptideos de baixa massa molecular gerados
apos clivagem dos recombinantes por enteroquinase (vide item 14), utilizamos
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, no sistema descontinuo
de Tris-tricina descrito por Schagger & von Jagow . Neste caso, utilizaram-se um gel
de separagao preparado a 16,5 %T, um gel espacador a 10 %T e um gel de
empilhamento a 4 %T (todos os géis a 3 %C). As corridas foram feitas, a corrente
constante de 10 mA, até a linha de frente atingir o gel espacgador, e a 20 mA até o
final da corrida. Em ambos os sistemas, foi utilizado o equipamento Mini-Protean I
(Bio-Rad).

Apds a eletroforese, as proteinas foram fixadas nos géis através de
incubagao, por 30 min, em etanol 40 % (v/v) e acido acético 10 % (v/v). Em seguida,
os géis foram incubados, por 1 h, em azul de Coomassie R-250 0,2 %, dissolvido em
solugédo fixadora fresca. A retirada do excesso de corante do gel foi feita por
lavagem, também com solugéao fixadora fresca, por 1-2 horas, seguida de incubagao

em agua, por cerca de 24 horas, para completa descoloragao do background.

24



9. OBTENGAO DO SORO POLICLONAL CONTRA DM43 NATIVA

A DM43 utilizada como antigeno para produgcdo do soro policlonal foi
purificada do soro do gamba Didelphis aurita, como anteriormente descrito .
Aliquotas de 25 pg da proteina isolada foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS e (-mercaptoetanol . Apds a corrida, os géis
foram incubados com azul de Coomassie R-250 0,05%, por 10-20 min, € 0 excesso
de corante lavado com agua. As bandas coradas de DM43 (4 x 25 ug) foram
cortadas e maceradas em tubos tipo Eppendorf, na presenca de 100 uL de solucao
salina fisiolégica. Ao macerado, foram adicionados mais solug¢ao salina (q.s.p 500
pL) e 500 uL de adjuvante incompleto de Freund, misturando-se vigorosamente no
vortex. A emulsao obtida foi imediatamente injetada, por via sub-cutdnea (4 x 200
ML), em coelhos New Zealand. Foram feitos ainda dois reforgos com igual
quantidade de antigeno, em intervalos de ~30 dias. Passados 10 dias da ultima
imunizacao, os coelhos foram anestesiados com pentobarbital 3 % em agua (dose
de 75 mg/kg, i.v) e sangrados através de puncéao cardiaca. Apdés coagulacéao, por 1
hora, a 37 °C, o sangue foi centrifugado a 1.000 x g, por 15 min, para obtengao do
soro contendo os anticorpos policlonais.

(Procedimento autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais; CEUA-
FIOCRUZ em 24/10/2005 - Licenga P0176/03).

10. RECONHECIMENTO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES POR ANTICORPOS ANTI-DM43 ou AnTI-cAUDA

DE HISTIDINA

As proteinas recombinantes (fragbes induzidas insoluveis) foram submetidas
a SDS-PAGE, como descrito anteriormente, e transferidas para membranas de
PVDF (fluoreto de polivinilideno), por 2 h, a 100 volts constantes, em sistema Mini
Trans-Blot (BioRad), banhado em tamp&o de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, glicina
192 mM, pH 8,5, contendo 20% metanol). Apds a transferéncia, as membranas
foram incubadas, por aproximadamente 12 horas, em TBS (Tris-HCI 25 mM, NaCl
140 mM, KCI 2 mM, Tween 20 0,05 %) contendo 5 % de leite em p6 desnatado, para

bloquear seus sitios inespecificos de ligagdo. Apos lavagem em TBS (3 x 10 min), as
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membranas foram incubadas, por 2 h, com: a) anticorpo purificado anti-cauda de 6
histidinas (anti-His, GE Healthcare) (diluicdo 1:3.000); ou b) soro policlonal anti-
DM43 produzido em coelhos (diluigado 1:100) (vide item 9). Apds novas lavagens, as
membranas foram incubadas, por 2 h, com anticorpos secundarios policlonais anti-
IgG de camundongo ou anti-lgG de coelho, respectivamente, ambos conjugados
com peroxidase (diluicado 1:5.000). As membranas foram lavadas novamente, como
descrito acima, e as bandas reveladas com DAB (diaminobenzidina) Sigma Fast™

(Sigma). A reacéo foi interrompida por lavagem da membrana em agua.

11. IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES POR ESPECTROMETRIA DE MAssAs (MS)

Os recombinantes também foram analisados por SDS-PAGE, seguido de
digestao triptica in gel e identificagdo por MS/MS. O protocolo de tripsinizagao in gel
seguiu a metodologia descrita por Shevchenko e colaboradores , com modificagdes.
Em resumo, as bandas de interesse, coradas por azul de Coomassie, foram
excisadas, descoradas totalmente em solugdo aquosa de bicarbonato de aménio 25
mM pH 8,0, em acetonitrila 50 % e desidratadas com 200 pL de acetonitrila. Apos
breve secagem por centrifugacéo a vacuo (Speed Vac), as proteinas no gel foram
reduzidas, por 30 min, em solugao de ditiotreitol 10 mM, em bicarbonato de aménio
100 mM, seguido de alquilag&o, por mais 30 min, em solugao de iodoacetamida 50
mM, em bicarbonato de aménio 100 mM. Apds lavagens alternadas com bicarbonato
de aménio 100 mM e acetonitrila 100 %, os pedagos de gel contendo as proteinas
foram secos rapidamente no Speed Vac e reidratados, no gelo, por 10 min, com 10
ML de solugao de tripsina (Promega) 20 ng/uL, em bicarbonato de aménio 50 mM pH
8,0. Apds adicdo de mais 20 uL de bicarbonato de aménio 50 mM em cada um dos
tubos, todas as amostras foram incubadas, a 37 °C, por 16 h. Em seguida, parte dos
peptideos tripticos gerados foi recuperada recolhendo-se o excesso de liquido
presente em cada um dos tubos. Os peptideos tripticos retidos na malha do gel
foram extraidos apds sonicagdo com 30 pL de solugéo aquosa de acetonitrila 50 %,
acido férmico 5 %. Este ultimo procedimento foi repetido mais uma vez e as trés
aliquotas contendo os peptideos tripticos de cada amostra ([BO uL) foram unidas,
concentradas no Speed Vac até 10 uL e analisadas no espectrometro de massas
MALDI-TOF/TOF (ABI 4700 Applied Biosystem). Pedagos de gel sem proteina e do
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marcador de massa molecular BSA (albumina de soro bovino) foram usados como
controles negativo e positivo, respectivamente. As amostras foram misturadas v/v
com a matrix (acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 10 mg/mL em acetonitrila 50 % e
acido trifluoroacético 0,3 %) e as misturas (0,6 pL) aplicadas individualmente na
placa de MALDI e secas a temperatura ambiente. A calibragao externa no modo MS
foi feita utilizando-se os seguintes peptideos: des-Arg1-bradykinin (m/z = 904,468),
angiotensin | (m/z = 1.296,685), Glu1-fibrinopeptide B (m/z = 1.570,677), ACTH-(1—
17) (m/z 2.093,08), ACTH (18-39) (m/z = 2.465,199). A calibragdo externa no modo
MS/MS foi feita usando as massas de ions fragmento conhecidos da angiotensina I.
Os espectros MS foram adquiridos no modo positivo com reflectron, utilizando-se
1.250 pulsos de laser por amostra. Os dez ions-precursores mais abundantes foram
selecionados para fragmentacao e posterior analise por MS/MS. As massas dos
fragmentos das amostras geradas foram submetidas a pesquisa contra o banco de
dados nao-redundante do NCBI (National Center for Biotechnology Information), com
o auxilio do programa MASCOT (Matrix Science). Para calculo dos percentuais de
cobertura de sequéncia alcancados com os peptideos identificados, foi construido
um banco local contendo as sequéncias dos dominios isolados, com ou sem fusao
com a tiorredoxina. Os parametros usados na busca foram: duas clivagens de
tripsina perdidas, + 0,8 Da de erro no modo MS, + 0,6 Da de erro no modo MS/MS e
as seguintes modificagdes variaveis: carbamidometilagcido de cisteina, oxidacado de
metionina, fosforilagdo de treonina, serina ou tirosina e pyro-Glu no N-terminal. A
especificagao do instrumento para a busca de dados através do programa MASCOT

foi “MALDI-TOF/TOF”. Finalmente, os resultados foram conferidos manualmente.

12. PURIFICAQAO E RE-ENOVELAMENTO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

A clonagem nos vetores de expressdo da linha pET-TOPO (Invitrogen)
possibilitou a insercdo de uma sequéncia de 6 histidinas nas proteinas
recombinantes. Esta “cauda” de 6 histidinas se liga ao niquel acoplado a matriz da
coluna HisTrap FF crude (5 mL, GE Healthcare), facilitando sua purificagéo, ja que a
maioria das proteinas indesejadas, ou contaminantes, ndo se liga a coluna. As
proteinas contendo cauda de histidina sdo eluidas lavando-se a coluna com altas

concentragbes de compostos que também interagem com o niquel, como o imidazol.
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Como o anel imidazodlico é parte integrante da estrutura da histidina, o imidazol
competira com a histidina na ligagado aos ions niquel imobilizados na matriz da
coluna, permitindo o deslocamento e a elui¢gdo da proteina recombinante.

Para purificacdo das proteinas recombinantes, as fragdes induzidas
solubilizadas em tampao contendo 8 M de Uréia foram diluidas v/v em tampao Tris-
HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM. Apds centrifugagéo, por 10 min, a
10.000 x g, o sobrenadante (5 mL) foi submetido a cromatografia em coluna HisTrap
FF crude, previamente equilibrada com tampéo fosfato de s6édio 20 mM pH 7,4, NaCl
500 mM, imidazol 5 mM e Uréia 4 M, em sistema cromatografico de média pressao
(Akta Purifier, GE Healthcare). A eluicéo foi feita com gradiente crescente linear do
mesmo tampao, contendo 500 mM de imidazol e fluxo de 2,0 mL/min. As fragdes
purificadas foram analisadas por SDS-PAGE.

O re-enovelamento das proteinas recombinantes foi feito por didlise
(MiniDialysis Kit, cut off 10 kDa, GE Healthcare) contra tampdes contendo
concentracdes decrescentes de Uréia . As amostras purificadas por afinidade (2 mL)
foram dialisadas, por 24 h, contra 2 x 400 mL de tamp&o Tris-HCI 20 mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, Uréia 2 M, e logo por mais 24 h, contra 2 x 400 mL do mesmo tampao
sem Uréia. Todos os testes de atividade foram feitos com estas preparagdes de
proteinas recombinantes. Alternativamente, para a analise por dicroismo circular
(que sofre interferéncia do Tris) (vide item 15), os recombinantes em solugao
concentrada de Uréia também foram submetidos a dialises contra PBS pH 7,4 (com
2 M de Uréia e sem Uréia). Apds cada passo de dialise, as amostras foram
coletadas, centrifugadas, por 10 min, a 10.000 x g, e submetidas a dosagem de

proteinas.

13.DoSAGEM DE PROTEINAS

A concentragdo proteica das amostras contendo Uréia foi determinada
utilizando-se o 2D-Quant kit (GE Healthcare), segundo instrugdes do fabricante.
Basicamente, as proteinas sao precipitadas, deixando-se todos os interferentes (e.g
agentes caotropicos) no sobrenadante que sera desprezado. As proteinas sdo entao
ressuspensas em uma solugdo alcalina contendo Cu*2. Parte do ions cupricos se liga

as proteinas e os ions que permanecem livres em solugcéo sdo quantificados através

28



de reacdo colorimétrica (480 nm), de modo que a intensidade de cor sera
inversamente proporcional a quantidade de proteina (relacéo linear entre 0-50 ug).
Eventualmente, as amostras dialisadas que nao continham Uréia também foram
dosadas pelo método do acido bicinchoninico (BCA) , que se baseia na redu¢do do
Cu?* catalisada por proteinas. Em meio alcalino, o Cu* gerado forma um complexo
com o BCA, absorvendo fortemente na regidao de 560 nm. Em ambos os casos, a
soro albumina bovina foi usada como proteina padrao. A absorbancia das amostras
nos comprimentos de onda especificos de cada método foi determinada na leitora de

placa Versa Max Microplate Reader (Molecular Devices).

14. ENSAIO DE CLIVAGEM COM ENTEROQUINASE

A enteroquinase €& uma serino-protease especifica que reconhece a
sequéncia [AsplsLys e cliva depois do residuo de lisina . No vetor pET102, ha um
sitio de clivagem desta enzima, localizado entre a tiorredoxina e a proteina
recombinante expressa, possibilitando a separagdo de ambas. Neste trabalho,
usamos a EKmax (Invitrogen), uma enzima recombinante produzida em Pichia
pastoris que, segundo o fabricante, é mais eficiente e mais especifica do que as
outras enteroquinases comerciais. Foram feitas rea¢cdes onde incubamos 10 pg de
proteina recombinante com 0,1 a 1,0 unidade de enzima EKmax no tamp&o da
enzima fornecido pelo fabricante, por aproximadamente 12 h, a 37°C. Os resultados

foram analisados por SDS-PAGE em gel de Tris-tricina, como descrito no item 8.

15. DICROISMO CIRCULAR

Para estimativa da composicdo de sua estrutura secundaria, as proteinas
recombinantes foram analisadas por dicroismo circular (CD) , utilizando o
espectropolarimetro Jasco J-815 Circular Dichroism System, do Laboratério de
Esquistossomose Experimental, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Os dados foram
coletados em cubetas de 1 mm de caminho ¢&tico, a 0,5 nm/seg e bandwidth de 1

nm. As amostras purificadas em coluna de niquel e dialisadas contra Tris ou PBS
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(0,1 — 0,3 mg ptn / mL) foram diluidas em agua (4 x) antes da obtengcédo dos
espectros, no intervalo de 190 a 260 nm, a temperatura ambiente, como uma média
de quatro varreduras. Em todas as medidas, os espectros dos solventes foram
subtraidos.

Os espectros de CD foram expressos em termos de elipticidade molar residual,

[6] = 6 (mdeg) /10 x C (M) x / (cm) x aa, onde:

0: elipticidade em miligraus

C: concentragao molar da proteina

I: caminho o6tico

aa: numero de residuos de aminoacidos da proteina

Por analises comparativas, tendo como base espectros caracteristicos das
diferentes estruturas secundarias de proteinas em solugéo, obtidos na regido do
ultravioleta (UV) distante (240 nm a 180 nm) (Figura 2), foi possivel avaliar a
integridade estrutural dos recombinantes. As sequéncias de aminoacidos das
proteinas recombinantes também foram submetidas ao programa de predigdo de
estrutura tedrica PSIPRED, disponivel em servidor publico

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) .
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Figura 2: Espectro de CD na regido do UV distante de varios tipos de estrutura secundaria . a) curva

continua: alfa-hélice; b) curva de tracejado longo: folha beta antiparalela; c) curva pontilhada: beta
turn tipo I; d) curva de tracejado cruzado: hélice estendida ou hélice de poli-prolinas; e) curva de

tracejado curto: regido randémica.
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16. ANALISE DA OLIGOMERIZAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As mesmas amostras utilizadas na analise de CD foram avaliadas quanto a

seu grau de oligomerizagao, utilizando as seguintes técnicas:

a)

b)

Kav
Ve:

Eletroforeses em gel de poliacrilamida (vide item 8), tanto em condi¢bes nativas,
quanto na presenca de SDS, com e sem [-mercaptoetanol;

Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 HR 10/30 (GE
Healthcare), equilibrada com PBS pH 7,4, a um fluxo de 0,5 mL/min. Para o
calculo das massas moleculares dos oligbmeros, a coluna foi calibrada com os
seguintes padrbes de massas conhecidas (GE Healthcare): Blue dextran (O
2.000 kDa), BSA (67 kDa), ovalbumina (45 kDa) e quimotripsina (25 kDa). O pico
de di-BSA (134 kDa) presente na padrdo de BSA também foi considerado. A
curva padrao utilizada para calcular as massas moleculares desconhecidas foi
construida relacionando-se o logaritmo da massa molecular de cada proteina
padrao e seu respectivo volume de eluigdo normalizado, estimado pelo
parametro K,,, como descrito abaixo :

= (Ve — Vo)/(Vi — V,), onde:

volume de elui¢cdo do soluto

Vo: volume de exclusao da coluna (V. Blue Dextran)

Vi volume total da coluna

c) MALDI-TOF no modo linear, no equipamento 4700 da Applied Biosystems,

usando acido sinapinico como matriz.

17.Ensaio DE INIBIGAO DE ATIVIDADE AZOCASEINOLITICA DA JARARAGINA

A jararagina, metaloprotease do veneno de Bothrops jararaca, foi isolada

como previamente descrito . Esta enzima (1 ug) foi incubada com as diferentes

preparagdes de proteinas recombinantes (purificadas em coluna de niquel e

dialisadas contra tampao Tris), nas relagdes molares de 1:2, 1:5 e 1:10, por 10 min,

a 37°C. As misturas foram entao testadas sobre azocaseina 0,5 % em Tris-HCI 10
mM pH 8,6, NaCl 100 mM, CaCl; 10 mM, por 1 h, a 37°C. Apo6s adi¢cao de acido

tricloroacético para parar a reacao, os tubos foram centrifugados, desprezando-se o
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precipitado. Os sobrenadantes foram misturados v/v.com NaOH 0,5 N, antes da
leitura a 380 nm em placas de ELISA . Como controle positivo de hidrélise,
utilizamos a jararagina na auséncia das proteinas recombinantes. Todas as

amostras foram testadas em duplicata.

18. Ensalo DE INIBIGAO DE ATIVIDADE FIBRINOGENOLITICA DA JARARAGINA

A inibicao da hidrélise da cadeia Aa do fibrinogénio bovino pela jararagina foi
analisada segundo metodologia descrita por Neves-Ferreira (2002) . Jararagina (1
Mg) foi incubada com os diferentes recombinantes, nas relagcbes molares de 1:2, 1:5
e 1:10, por 10 min, a 37°C. Em seguida, a mistura foi testada sobre 10 ug de
fibrinogénio, incubando-se por mais 10 min, a 37 °C. A reacéo foi interrompida pela
adicdo de tampdo de amostra de eletroforese 2 x concentrado, contendo [3-
mercaptoethanol , e fervura por 5 min. Como controle positivo da hidrélise, foi
utilizada jararagina na auséncia de qualquer inibidor. Todas as amostras foram

analisadas por SDS-PAGE corado por Coomassie R250.
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FLuxoGRAMA DA ABORDAGEM DE Bioquimica CLASSICA:

DM43 isolada do soro de D. aurita

.

Hidrdlise limitada Hidrdlise extensiva
v ¥
DM43 + tripsina, quimotripsina ou DM43 reduzida e alquilada
papaina em condiges nativas 3
v

+ endoprotease LysC
L4
Analise da interagdo enfre peptideos
de DM43 (LysC) e jararagina
¥
Identificagao (MS/MS) dos peptideos
de DM43 que interagem com jararagina
v {

Ensaios de atividade:
inibicdo da atividade proteolitica da jararagina sobre caseina

Analise por SDS-PAGE

Em todos os ensaios realizados, a DM43 utilizada foi isolada do soro do

gamba Didelphis aurita, como anteriormente descrito .

19. HiproLISe Limitaba b DM43

DM43 nativa foi dissolvida em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (0,5 mg/mL) e
incubada, a 37°C, com tripsina (V511, Promega) ou quimotripsina (grau
sequenciamento, Boehringer Mannheim). A relagdo enzima (E) / substrato (S)
utilizada foi de 1:25 (p/p). Alternativamente, DM43 foi incubada com papaina (P4762,
Sigma), na relagédo E:S de 1:10 (p/p). Aliquotas foram retiradas nos tempos de 1, 3,
6 e 24 h de incubagao e a reacgéao foi interrompida por adigdo de APMSF (Sigma) e
E64 (Sigma), respectivamente para tripsina/quimotripsina e papaina. Apés adigéo de
tampdo de amostra contendo SDS e [-mercaptoetanol , as amostras foram
analisadas por SDS-PAGE, como ja descrito. Adicionalmente, elas foram testadas
quanto a capacidade de inibir a hidrélise de azocaseina induzida por jararagina (6

Mg), como descrito no item 17. A relagdo jararagina:DM43 utilizada foi de 1:4
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(mol/mol). A proteina BSA foi utilizada como controle de hidrolise no ensaio com

papaina.

20. HiproLISE ExTENsIivA bE DM43

DM43 foi desnaturada e reduzida apds incubagao, por 3 h, a 37 °C, em
bicarbonato de amoénio 0,4 M, contendo Uréia 8 M, DTT 20 mM. Em seguida,
adicionou-se iodoacetamida, para uma concentracgao final de 66 mM, incubando-se a
temperatura ambiente, ao abrigo de luz, por mais 15 min. A amostra reduzida e
alquilada foi dessalinizada em coluna de fase reversa C18 (4,4 x 25 cm) (Vydac"),
ao fluxo de 0,5 mL/min. A absorvancia foi monitorada a 280 nm. O sistema de
solventes consistiu de TFA 0,1 % em agua (solvente A) e TFA 0,1 % em acetonitrila
(solvente B). O programa de eluigéo utilizado foi: 25 %B por 5 min, 25-75 %B em 30
min, 75 %B por 5 min. A amostra dessalinizada foi seca no Speed Vac e redissolvida
em Tris-HCI 25 mM pH 8,5 contendo EDTA 1 mM. Em seguida, adicionou-se
endoprotease Lys-C (sequencing grade, Roche / 5 ug em 50 yL de HEPES 50 mM
pH 8,0, EDTA 10 mM, rafinose 5 mg/ml), numa relagéo E:S 1:66 (p/p), incubando-se,
a 37 °C, por 24 horas. Esta endoprotease foi escolhida apds analise da estrutura
primaria de DM43, sob clivagem de varias endoproteases, pelo programa
Peptidecutter (http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter/).

A eficiéncia de hidrélise de DM43 por Lys-C foi avaliada por: a) cromatografia
de fase reversa em coluna C18 (2,1 x 15 cm) (Vydac"), ao fluxo de 0,2 mL/min.
Como controle, a DM43 integra reduzida e alquilada foi submetida as mesmas
condicbes cromatograficas. A absorvancia foi monitorada a 215 nm. O sistema de
solventes foi 0 mesmo ja descrito, com o seguinte programa de eluigdo: 5 %B por 5
min, 5-45 %B em 50 min, 45-70 %B em 5 min, 70 %B por 5 min; b) MS, no modo
positivo, com reflectron, no MALDI-TOF/TOF Ultraflex da Bruker Daltonics, usando o
acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz, conforme descri¢gao anterior.

A possivel interac&o entre a jararagina e os peptideos de DM43 gerados apos
digestao por Lys-C foi testada na coluna de exclusdo molecular Superdex Peptide
HR 10/30 (GE Healthcare), que apresenta resolugéo 6tima entre 0,1 e 7 kDa, com
limite de exclusédo de 20 kDa. Desta forma, qualquer peptideo de DM43 que interaja

com jararagina (52 kDa) sera excluido da coluna, passando a eluir junto com a
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jararagina, no volume de exclusdo da coluna. As cromatografias foram realizadas no
modo isocratico, a 0,5 mL/min, em Tris-HCI 25 mM pH 7,5, contendo 20 mM de
CaCl,. A identificagdo dos peptideos de interesse foi feita por MS/MS, no modo
positivo com reflectron, no MALDI-TOF/TOF Ultraflex da Bruker Daltonics, usando o
acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz.

Tanto a DM43 reduzida e alquilada, quanto os peptideos da digestao por Lys-
C, foram testados quanto a capacidade de inibir a hidrélise de azocaseina induzida
por jararagina (6 ug), como descrito no item 17. A relagao jararagina:DM43 utilizada

foi de 1:4 (mol/mol). A DM43 nativa foi utilizada como controle da inibigao.
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1. ABORDAGEM DE BIOLOGIA MOLECULAR

DM43 é uma dglicoproteina de 291 residuos, apresentando 51 % de
similaridade com a a1B-glicoproteina (AAL07469) . Esta proteina humana pertence
a superfamilia génica das imunoglobulinas e é composta por cinco dominios
estruturais repetidos tipo-imunoglobulina (tipo-lg) . O alinhamento entre as
sequéncias primarias de DM43 e de a1B-glicoproteina esta mostrado na Figura 3.
Estudos de modelagem molecular de DM43 , usando como molde a estrutura
cristalina da porcao extracelular da proteina KIR2DL1 (natural killer cell inhibitory
receptor, Protein Data Bank codigo 1nkr) , corroboraram, in silico, a presenga de
fitas de folhas (3 caracteristicas, constituindo cada um dos trés dominios tipo-lg do
inibidor (Figura 4). Neste modelo, as regides hipotéticas de interacdo com as
metaloproteases (loops em vermelho) foram localizadas por analogia com
receptores hematopoiéticos, para os quais existem estruturas cristalinas dos
complexos ligante-receptor . Em cada um dos dominios, varias caracteristicas
tipicas da superfamilia das imunoglobulinas foram encontradas (Figura 3) : residuos
de cisteina conservados (em cinza), formando pontes dissulfeto centralizadas;
residuos de tirosina e fenilalanina em posi¢des definidas (em verde); e seqiéncias
WSXWS degeneradas perto do C-terminal (delimitadas por quadrados pretos).

Proteinas com dominios tipo-lg sdo amplamente distribuidas na natureza,
tanto em vertebrados como em invertebrados, assim como também em bactérias,
virus, fungos e plantas . Especula-se que elas tenham evoluido a partir de um
ancestral comum. Estas proteinas homodlogas teriam sofrido evolugdo com
divergéncia de sequéncia, de modo a produzir diferentes proteinas funcionais, que
compartilham um mesmo arcabougo conservado . No caso de DM43, seus trés
dominios tipo-lg alinhados pelo programa MultAlin (matriz Blossum62) , mostraram
as seguintes identidades: D1XD2 = 17 %; D2XD3 = 19 %; e D1XD3 = 23 % (Figura
5). Portanto, considerando a homologia existente, procuramos investigar se,
isoladamente, os dominios de DM43 preservavam sua atividade biolégica, ou seja,

se eram capazes de inibir a atividade catalitica de SVMPs.
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MAV PLVLLF LLGLWMDPKA EVDA
MSMLVVFLLLWGVTWGPVTE --A

LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWT NV TLLCVATN TE ELSFQ VWKDGELLSTL PVVGLVGKFW LG PVTADNRGI YRCRI LTSENOQWTPLSAPVEVTGKEP
AIFYETQP SLWAESESLLKPIANVTL TCQA-HLETPDEQLFKNGVAQEPVHLDSPATI KHQF -LLTGD TQ GRYRCRSGL- STYWTQ LSKLLE LTGPKS
LPAPWLSMAPVSWI TPGLKT TAVCRGVLRGVT ELLRREGDHEFLEVP EAQ EDVEAT FPVHQPGNYSC SYRTDGEGALS IEELAAPP

LPAPSLHAE PGPWILPGLETKIH CRGMLLGMI FDLYQEGE QE PVKSSQTP -SAEAT FIVNSTGNYSCLYRAPASAP S EI TIHIVIPDF

‘ [ \
LPKANFYILNDRDFRPGD IVTFSCWARFSEREYDLE FKLFKDGQETPVEVV PISDPMKVFFDLTAVGPKDG GKYSCRYRFRNGPPIWSED LELDISTGQ
PPVLMHHGESSQVLHPGNKVTLT CVAPLS--- -GVDEQ LRRGEKE LLVPR -SST SPDRIFF HLNAVALGDGGHY TCRYR LHDNQNq WSGDYAPVELILSDET

LPAPEFSPEPES---—- GRALRLRCLA PLEGAR FALVREDRG GRRVHRFQ SPAG TEALFEL HNISVA DSANY¥S CVYVDLKP PFRLE LHVDGP

PPRPQLRATWSGAV LAGRDAVLRCEG PIPDVT FELLRE GETKAVKTVRTP--GAAANLELIFVGPQHAGNY RCRYRSWVPHT DPVELIVAE S

Figura 3: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas DM43a e a1B-glicoproteina
humana (AAL07469). A sequéncia de DM43a foi determinada por sequenciamento do cDNA clonado
e apresenta uma unica diferenca em relagdo a DM43 originalmente sequenciada pela Quimica de
Edman (P82957) (V - I, destacado em azul claro). As principais diferencas entre as sequéncias de
DM43a e de a1B-glicoproteina humana estdo mostradas em vermelho. Destacadas em: cinza, as
cisteinas; amarelo, os sitios de glicosilagdo; em verde, os residuos aromaticos de fenilalanina e
tirosina em posicdes conservadas. As caixas pretas representam as sequéncias WSXWS
degeneradas, caracteristicas das proteinas da familia das imunoglobulinas. Os colchetes em

vermelho indicam a posi¢ao dos loops putativos de interagdo com as metaloproteases.
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Figura 4: Modelo tridimensional da estrutura de DM43, construido pelo programa MODELLER (com
ajustes manuais), usando como modelo a estrutura cristalina da proteina KIR2DL1 (natural killer cell
inhibitory receptor, Protein Data Bank cédigo 1nkr) . D1, D2 e D3 indicam os dominios 1, 2 e 3 de
DM43. As pontes dissulfeto de cada dominio estdo mostradas em amarelo. As cadeias laterais das
quatro asparaginas glicosiladas estéo indicadas em azul claro. Em vermelho estédo representadas as
regides hipotéticas de interacdo com as metaloproteases. Em cinza, as cadeias laterais dos residuos
hidrofdbicos.

loDom LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTINVTLLCVATNTE---ELSFQVWKDGE L~ -L STLPVVGLVGKF W- LGPVTADNRGI YRCRILT-SEND--WI PLSAPVEVTGKEP
3oDom L----PKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQET PVEVVPISDPMKVE FD LTAVGPKDGGK YSCRYRF-RNGPPI WS EDSNVLELDLS TGQ

2oDom L----PAPSLHAEPGPWILPGIE TKLHCRGMLL----GMIFDLYQEGE QE PVKSSQTPSAEATF I- ——-——~ VNSTGN YSCLYRAPASAPSVNS TPSETIHIVIPDF

Figura 5: Alinhamento das sequéncias dos dominios de DM43 pelo programa Multialin (matriz
Blossum62). Em vermelho, residuos idénticos nas trés sequéncias; em azul, residuos idénticos em

apenas duas sequéncias.
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Usando a1B-glicoproteina como modelo, Ishioka e colaboradores tentaram,
sem sucesso, obter dominios tipo-lg separadamente, apds hidrélise limitada da
proteina nativa por diversas enzimas. A estabilidade da proteina ao ataque
proteolitico foi atribuida a frequéncia de residuos de prolina nas regides inter-
dominios . Conhecendo a similaridade de sequéncia existente entre a1B-
glicoproteina e DM43, neste trabalho decidimos gerar os dominios isolados de DM43
apos clonagem e expresséo heterdloga em E. coli. Este sistema € o mais conhecido
e utilizado, ndo s6 pela facilidade e baixo custo de obtencdo das bactérias, mas

também por sua reprodutibilidade e pela abundancia da proteina produzida.

Recentemente, Okumura e colaboradores utilizaram o sistema de expressao
em E. coli para mapear a relagao estrutura-funcao do GbPLIla, um inibidor de PLA;
isolado do soro da serpente venenosa Gloydius brevicaudus. A regido critica para a
atividade inibitéria foi localizada entre os residuos 13 e 36 da estrutura primaria do
inibidor. Este resultado foi alcangado apds expressao heteréloga de diversas
quimeras (com delegbes e mutagbes) do GbPLla e de uma proteina tipo-PLla
isolada do soro da serpente ndo-venenosa Elaphe quadrivirgata, que nao possui

atividade inibitoria contra PLA,.

Diferentemente de outros sistemas, o produto da expressdo em E. coli ndo
sofre modificagdes pods-traducionais, como glicosilagao , o que poderia representar
uma importante limitacdo, ja que DM43 & uma glicoproteina. Ainda que néao
envolvam inibidores de SVMPs, ha na literatura alguns exemplos de proteinas
antiofidicas glicosiladas cujas porgdes glicidicas ndo parecem interferir com a
atividade inibitoria . No caso do PLI-a de Trimeresurus flavoviridis, o inibidor ndo
glicosilado (expresso em E. coli) foi capaz de interagir normalmente com sua toxina-
alvo. Infelizmente, os autores ndo avaliaram se as atividades toxicas da PLA;

também foram inibidas pelo recombinante .

Recentemente, os quatro sitios de N-glicosilaggo em DM43 (sequéncias
consenso em amarelo na Figura 3) foram determinados experimentalmente em
nosso laboratorio . Utilizando espectrometria de massas, um sitio foi localizado no
primeiro dominio (Asn®), além de trés outros no segundo dominio (Asn'®, Asn'® e
Asn'”®). No mesmo trabalho, mostrou-se que as cadeias oligossacaridicas presentes

no inibidor sdo do tipo complexo ; apds desglicosilagdo parcial (retirada de acido
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sialico e galactose), DM43 permaneceu igualmente ativa contra a SVMP jararagina.
Entretanto, apds desglicosilagdo enzimatica com PNGase em condigdes nativas, a
mistura das diferentes espécies de DM43 geradas teve sua capacidade inibitéria
reduzida em cerca de 50 %. Em um trabalho anterior, mostramos que DM43 perde
solubilidade apoés completa desglicosilagao quimica com acido

trifluorometanosulfénico (TFMS), inviabilizando sua atividade bioldgica .

Em conjunto, estes dados indicam que a glicosilagao pode ter papel relevante
para atividade biolégica de DM43, possivelmente aumentando a solubilidade da
proteina nativa. Portanto, escolhemos inicialmente, como vetor de expressao, o
plasmideo pET102 (6315 pb) (Invitrogen), onde o recombinante é expresso em
fusdo com a tiorredoxina, proteina bacteriana conhecida por aumentar a solubilidade
de proteinas eucaridticas expressas em E. coli . A titulo de comparacéo,
expressamos igualmente o recombinante em pET101 (5753 pb) (Invitrogen), sem a
proteina de fusdo. As caracteristicas destes vetores estao detalhadas no Material e

Métodos.

Selecionamos regides do cDNA de DMA43 especificas para clonagem e
expressao dos trés dominios de DM43 isolados. Também clonamos e expressamos
DM43 completa. Assim, preliminarmente, chamamos os dominios 1, 2 e 3 de DM43,
quando expressos pelo vetor pET102, de thioD1, thioD2 e thioD3, respectivamente,
por estarem em fusdao com a tiorredoxina na regidao N-terminal. DM43 completa,
quando expressa no vetor pET102, foi chamada de thioFull. As proteinas expressas
no vetor pET101, sem a fusdo com a tiorredoxina, foram igualmente denominadas,

mas sem o prefixo thio.

Num primeiro momento, foi importante estimar o tamanho de cada construgao
(proteina recombinante), em pares de bases (pb). Utilizamos o programa Compute
pl/MW tool (http://expasy.org/tools/pi_tool.html) e também determinamos o pl e a
massa molecular das proteinas recombinantes in silico. Outro dado importante é a
probabilidade da proteina recombinante ser soluvel quando superexpressa no
sistema bacteriano. Segundo Davis e colaboradores , a solubilidade de uma proteina
esta diretamente relacionada a sua sequéncia de aminoacidos. Assim, usamos o
programa Recombinant Protein Solubility Prediction (http://biotech.ou.edu/), que

constitui uma versao modificada por Davis do modelo estatistico de Wilkinson e
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Harrison , para predigao da solubilidade de proteinas recombinantes. Os resultados
estdo mostrados na Tabela 2. Podemos observar que, como esperado, as melhores
chances de obter proteinas soluveis sdo quando os recombinantes sdo expressos

em fusiao com a tiorredoxina.
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Tabela 2: Caracteristicas das proteinas recombinantes obtidas in silico. Em negrito estdo as

sequéncias correspondentes a cada dominio.

Nome Vetor Insertotvetor I MM Seqiiéncia proteica Probabilidade
(pb) P (kpa) quencia p solubilizagio

MLKAMDPTPPLWIKTESPSTPWINVTLLCVATNTEELSFQVWKDG
D1 pET101 6044 6,04 14,2 ELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAP 30,9%
VEVTGKEPKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

MLPAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPV
D2 pET101 6029 5,93 13,4 KSSQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHVVI 27,6%
PDFKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

MLPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQ
D3 pET101 6059 6,05 15,5 | ETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSE 27,5%
DSNVLELDLSTGQKGELNSKLEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH

MLKAMDPTPPLWIKTESPSTPWINVTLLCVATNTEELSFQVWKDG
ELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAP
VEVTGKEPLPAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQ
EGEQEPVKSSQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPS
ETIHIVIPDFLPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDL
EFKLFKDGQETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRF
RNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQKGELNSKLEGKPIPNPLLGLDST
RTGHHHHHH

Full pET101 6626 5,32 36,1 30,5%

MGSDKITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLKAMDPTP
PLWIKTESPSTPWINVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVV
GLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEPK
GELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

thioD1 pET102 6606 5,21 27,6 50,7%

MGSDKITIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLPAPSLHA
EPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPVKSSQTPSAE
ATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHVVIPDFKGELKL
EGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

thioD2 pET102 6591 5,26 26,8 50,3%

MGSDKITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLPKANFYI
LNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQETPVEVVPI
SDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSEDSNVLELDL
STGQKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

thioD3 pET102 6621 5,16 28,7 55%

MGSDKITIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLKAMDPTP
PLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVV
GLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEPL
PAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPVKS
SQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHIVIPD
FLPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQ
ETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSE
DSNVLELDLSTGQKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

thioFull | pET102 7188 5,01 49,3 45,8%
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2. CLONAGEM NOS VETORES DE EXPRESSAO E SEQUENCIAMENTO

Desenhamos oligonucleotideos senso e anti-senso de forma a clonar e
expressar os dominios 1, 2 e 3 de DM43 separadamente, além da DM43 completa.
Na Figura 6, podemos observar as sequéncias nucleotidica e proteica de DM43,
com seus dominios em diferentes cores e as regides onde desenhamos os

oligonucleotideos senso e anti-senso.

1 AAGCTTATGGCTGTCCCTCTTGTTCTTCTGTTCCTTCTAGGGCTTTGGATGGACCCCAAG

M AV P L V L L F L L G L W M D P K

61 GCAGAGGTGGATGCATTAAAGGCTATGGACCCAACTCCTCCCCTGTGGATCAAGACTGAA
AE V DAL KA AMUDU®PT®PPILWTIZKTE

121 TCCCCATCCACTCCCTGGACCAATGTGACTCTCCTGTGTGTGGCAACCAATACCGAGGAG
s Ps TPWTNUVTILTILCVATNTE E

181 CTGAGCTTCCAGGTGTGGARAGACGGGGAGCTCCTCTCCACTCTCCCTGTCGTGGGCCTT
L S FQVWI KU DTGETLTZLSTTLZPV V G L

241 GTTGGCAAGTTCTGGTTGGGGCCTGTGACAGCCGACAACAGGGGCATTTATCGTTGCCGG
VG K FWUL G PV TADINTZ RTGTI Y R CR

301 ATACTGACGTCAGAAAACGACTGGACCCCCCTGAGCGCCCCAGT GERCETCACACCARAA

I L T S ENUDTWT®PUL S APV E VTG K
361 BAGEEECTCCCTGCCCCCTCTTTGCACGCTGAGCCTGGACCTTGGATCCTCCCTGGCCTG
E P L P A P S L HAZEUPGUPTMWI L P G L

421 GAGACAAAGCTGCACTGCCGAGGGATGCTGCTGGGCATGATCTTTGACCTGTACCAGGAA
E T K L H ¢C R 6 M L L G M I F DL Y Q E

481 GGAGAGCAGGAGCCCGTGAAGAGCTCCCAGACACCATCAGCAGAAGCCACTTTCATCGTC
G E O E P V K S S 0 T p S A E A T F I V

541 AACAGTACCGGGAACTACAGCTGCCTCTACCGAGCACCTGCATCAGCTCCCAGTGTGAAT

N s T 6 N Y S C L Y R A P A S A P S V N

601 TCAACGCCCAGTGAGACCATACACATICTCATACCACGACTIC C TGCCAAAGGCCAACTTC

s T p S E T I H I v I P D F L P K A N F

661 TATATTTTGAACGACCGAGACTTCAGGCCTGGAGACATTGTGACATTTAGCTGCTGGGCA
y I L. N D R D F R P G D I V T F S C W A
721 AGATTCTCTGAGCGGGAATATGATCTGGAATTCAAGCTGTTCAAAGACGGACAGGAGACG
R F S E R E Y D L E F K L F K D G Q E T
781 CCTGTAGAAGTGGTGCCTATATCAGACCCCATGAAAGTATTCTTTGATCTGACAGCCGTT
p Vv £E vyv P I S D P M K V F F D L T A V
841 GGCCCTAAGGATGGGGGCAAGTACAGCTGCAGGTACCGCTTTAGGAATGGGCCGCCGATC

G P K D G GG K Y &5 C¢C R Y R F R N G P P

901 TGGTCAGAAGACAGTAACGTCCTGGA_TGAGCCGAGCGC

w s E D S N V L E s T G o *
961 CCTCCTTTCCCACCAAGTCCTGCCGAAGCAGCGCGCGTGCGCGGCGCGCCCCGAACAGCC
1021 CGCTGGGCTCCGGCTCCCCATAAAGCTCGCCGTGCCGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
1081 AAAAA

Figura 6: Sequéncias nucleotidica e proteica do cDNA de DM43. As letras em rosa, azul, vermelho e
verde representam, respectivamente, o peptideo sinal e os dominios 1, 2 e 3 de DM43. Destacadas
em amarelo estdo as regidbes onde foram desenhados os oligonucleotideos no sentido senso;
destacadas em verde, estdo as regides onde desenhamos os oligonucleotideos no sentido anti-

Senso.
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Em todos os oligonucleotideos senso, inserimos a sequéncia 5 CACC 3
antes da sequUéncia inicial do dominio, como um adaptador para clonagem nos
vetores pET101 e 102. Somente para o vetor pET101, inserimos também a
sequéncia 5 ATG 3’ apos o adaptador, como um codon de iniciagao para traducao
correta da proteina recombinante. No vetor pET102, ja existe um cédon de iniciagao
imediatamente anterior a sequéncia da tiorredoxina. Para amplificagdo das
sequéncias, usamos como molde na reagcdao de PCR o cDNA completo de DM43
clonado no vetor pGEM-T easy, obtido durante o Mestrado e retransformado, mais
recentemente, em bactérias TOP10. O DNA deste vetor foi sequenciado novamente,
confirmando sua integridade original.

Os produtos de PCR amplificados estao representados na Figura 7. Todos
apresentaram tamanho de acordo com o esperado: D1, D2 e D3 com 291 pb, 276 pb
e 306 pb, respectivamente, e DM43 completa, com 873 pb. As bandas foram
cortadas do gel, o DNA purificado e, posteriormente, sequenciado com 0os mesmos
oligonucleotideos usados na reacédo de PCR, para confirmagao da sequéncia.

A totalidade do produto de PCR foi pré-purificada em gel de agarose antes da
purificacéo final usando o kit Concert Rapid Gel Extraction System (Invitrogen). Apés
este segundo passo de purificagdo, os produtos de PCR foram incubados, por 30
minutos, a temperatura ambiente, com os vetores de expressao pET101 ou 102.
Foram feitas varias rea¢des usando entre 0,1 e 4 yL dos insertos, para cada 1 pL
dos vetores (20 ng). Estes valores correspondem a uma variagdo de
aproximadamente 20 a 800 ng do DNA a ser inserido no vetor (quantidades
estimadas por comparagdo com o padrdo de massa molecular no gel de agarose).
As reacdes mais eficientes foram aquelas em que usamos a maior quantidade do
inserto e que, portanto, foram adotadas como padrdo em todos os experimentos

subsequentes.
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pET102 pET101

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de amplificagdo por PCR dos dominios
isolados de DM43 e de DM43 completa. D1, D2 e D3 representam os dominios 1, 2 e 3 de DM43. Full
se refere a sequéncia codificante completa para DM43. O padrao de tamanho molecular utilizado foi o
Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Foram aplicados 5 pL do padrdo e 10 pL de cada amostra. O

tracejado indica que raias ndo contiguas de um mesmo gel foram aproximadas na imagem digital.
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Os produtos de ligagado foram, entdo, usados para transformar bactérias E.
coli competentes da linhagem TOP10. A eficiéncia de transformacgdo destas
bactérias foi de 107 unidades formadoras de col6nia por pug de plasmideo controle
introduzido. As colbnias resistentes a ampicilina foram selecionadas, inoculadas
para amplificacdo e o DNA plasmidial foi purificado por mini-preparacéo. Para cada
transformagdo, mesmo usando a maior quantidade de DNA na ligagdo ao vetor,
somente de 2 a 5 coldnias cresceram nas placas. No caso da ligacdo de Full ao
vetor pET101, ndo observamos o crescimento de nenhuma colénia ap6s algumas
tentativas de ligacao e transformagao. Estes dados podem indicar que a eficiéncia
de ligacdo dos insertos aos vetores TOPO foi baixa e/ou que a transformacdo da
bactéria foi pouco eficiente.

Todos os clones obtidos foram submetidos a sequenciamento de DNA com os
oligonucleotideos T7F, TrxFus e T7R (vide pag. 22). Entretanto, o sequenciamento
dos plasmideos recombinantes foi um problema durante toda a tese. A maioria dos
eletroferogramas se mostrou ilegivel. Tentamos varias abordagens diferentes, como
mudar o kit de purificagdo dos plasmideos, eluir os mesmos com tampao ou com
agua, variar a concentracao do DNA, mas todos sem sucesso. Resolvemos, entéo,
submeter estes plasmideos a um PCR e depois sequenciar o produto de PCR com
0s mesmos oligonucleotideos usados originalmente para o sequenciamento. Esta
abordagem se mostrou eficiente, confirmando a entrada correta de fase de leitura de
todos os insertos nos vetores de expressdo. No anexo da tese, mostramos a
imagem de alguns eletroferogramas representativos (Anexo 1, Figuras 32 e 33). Os
produtos de PCR de todas as amostras (D1, D2, D3, Full no pET102 e D1, D2, D3
no pET101) foram submetidos a sequenciamento. Nas sequéncias do pET101,
podemos observar o codon de iniciagao, o que nao acontece em relacéo ao pET102,
ja que o codon de iniciagao se encontra na regido codificante para a tiorredoxina.

Na Figura 8, podemos observar, em gel de agarose a 1%, os produtos de
mini-preparacao de DNA dos plasmideos sequenciados. Como estes plasmideos
nao estdo digeridos, ou seja, sdo circulares e, dependendo do grau de
helicoidizagdo que estas estruturas podem assumir, migram anomalamente e seu
exato tamanho sé pode ser estimado por eletroforese apdés uma digestdo que
linearize a estrutura. Portanto, nesta figura podemos observar apenas os diferentes

graus de helicoidizagao dos plasmideos obtidos.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos da mini-preparacdo de DNA plasmidial
dos dominios isolados de DM43 e de DM43 completa (Full) clonados nos vetores pET102 ou pET101.
O padrao de tamanho molecular utilizado foi High Mass DNA Ladder (Invitrogen). Foram aplicados 5

pL do padrédo e 5 uL de cada amostra.
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3. ExPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Apds confirmagdo da clonagem por sequenciamento de DNA, utilizamos
primeiramente os recombinantes no vetor pET102 para transformacédo de bactérias
competentes, linhagem BL21 Star (DE3). Estas bactérias também foram preparadas
em nosso laboratério e a eficiéncia de transformacéo foi de 10° unidades formadoras
de coldnia por pg de plasmideo controle introduzido.

Apos indugao por IPTG, a analise das proteinas recombinantes expressas no
pET102 foi feita por SDS-PAGE e esta representada na Figura 9. As bandas
assinaladas nesta figura representam as proteinas recombinantes. Desta forma,
obtivemos quatro proteinas recombinantes com os tamanhos esperados para os
dominios D1, 2 e 3, além de DM43 completa, todos expressos em fusdo com a
tiorredoxina. Foi observado que todas as proteinas recombinantes foram expressas
na forma de corpusculo de inclusdo. Portanto, nestas condicbes, a fusdo com a
tiorredoxina nao foi suficiente para produzir proteinas soluveis . Na verdade, o
acumulo de proteinas na forma de corpusculo de inclusdo pode ser encarado como
uma caracteristica positiva do sistema de expressdo em E. coli. Entre as vantagens,
podemos citar a facilidade de isolamento destas estruturas dos outros componentes
celulares, a maior homogeneidade e quantidade da proteina de interesse e sua
menor susceptibilidade a degradacao proteolitica . Os fatores que contribuem para
formacéo dos corpusculos ndo sdo completamente entendidos. Evidéncias indiretas
sugerem que altas concentragées de proteinas produzidas por promotores fortes,
neste caso o promotor T7, levariam ao acumulo de cadeias polipeptidicas nascentes
parcialmente enoveladas, favorecendo a agregacado e, portanto, a formacado dos
corpusculos . A maior desvantagem, como constatamos nesta tese, € a dificuldade
de solubilizagdo dos agregados e o re-enovelamento das proteinas solubilizadas na

sua conformacgao nativa.
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Figura 9: SDS-PAGE a 12 %, em condig¢des redutoras, das proteinas expressas em E.coli BL21 (DE3)
transformadas com as construgdes no vetor pET102, antes e apds indugao por IPTG. Na primeira raia
de cada gel foi aplicado padrdo de massa molecular. As quantidades de amostra aplicadas foram
normalizadas pela OD das culturas a 600 nm. As setas vermelhas indicam a proteina recombinante.
O tracejado indica que raias ndo contiguas de um mesmo gel foram aproximadas na imagem digital.
1= fragdo nao-induzida soluvel; 2= fracdo n&o-induzida insoluvel; 3= fracdo induzida soluvel; 4=
fragao induzida insoluvel. Antes da analise por SDS-PAGE, as fragbes insoluveis foram solubilizadas
em tampéo Tris-HCI 200 mM, NaCl 0,5 M, B-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0, por 12 horas,

sob agitagdo, a temperatura ambiente. Géis corados com azul de Coomassie R-250.
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A expressdo dos dominios clonados no vetor pET101 foi feita nas mesmas
condi¢cdes do vetor anterior e analisada em SDS-PAGE a 15 %. Na Figura 10,
podemos observar bandas dos tamanhos esperados para os dominios D1 e D3

(assinaladas pelas setas vermelhas).
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Figura 10: SDS-PAGE a 15 %, em condicbes redutoras, das proteinas expressas em E.coli
BL21(DE3) transformadas com as construgdes no vetor pET101, antes e apds indugao por IPTG. Na
primeira raia de cada gel foi aplicado padrdo de massa molecular. As quantidades de amostra
aplicadas foram normalizadas pela OD das culturas a 600nm. As setas vermelhas indicam as
proteinas recombinantes. 1= fragdo nao-induzida sollivel; 2= fragdo nao-induzida insoluvel; 3= fragdo
induzida soluvel; 4= fragdo induzida insoluvel. Antes da analise por SDS-PAGE, as fragbes insolluveis
foram solubilizadas em tamp&o Tris-HCI 200 mM, NaCl 0,5 M, B-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH
8,0, por 12 horas, sob agitagdo, a temperatura ambiente. Géis corados com azul de Coomassie R-
250.

Neste caso, foram expressas proteinas em quantidades significativamente
menores do que as proteinas recombinantes obtidas em fusdo com a tiorredoxina.
Além disso, D2 parece nao ter sido expresso e/ou recuperado. De fato, a fusdo com
a tiorredoxina foi capaz de aumentar a eficiéncia de tradugdo dos recombinantes
expressos no vetor pET102. Como tem sido descrito, proteinas bacterianas, como a
tiorredoxina, sdo mais facilmente expressas em sistema bacteriano do que proteinas
tipicamente de eucarioto, que sao enderegadas para degradacdo com mais
frequéncia . Outra possivel explicagado para o baixo nivel de expressdo de D1 e D3
seria 0 RNAm bacteriano, que codifica para estas proteinas, estar sendo

rapidamente degradado durante a transcricdo e/ou tradugdo. Além disso, sua
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estabilidade & dependente do tamanho, sendo os mais curtos (sem fusdo com a
tiorredoxina), possivelmente menos estaveis. Naturalmente, quanto menor a
estabilidade, menor a disponibilidade de molde para tradugéo e, consequentemente,
menos eficiente a expresséo proteica .

No caso de D2, os motivos para a ndo expressao podem ser oS mesmos.
Obtivemos pelo menos 2 clones positivos para D2 e ambos foram sequenciados.
Suas sequéncias no vetor pET101 foram obtidas em ambos os sentidos com os
oligonucleotideos T7F e T7R e ndo apresentaram nenhuma discrepancia em relagao
aos outros dominios, ou seja, 0 sequenciamento confirmou a integridade do inserto,
a jungao do inserto-vetor, e descartou a existéncia de mutagdes. Entretanto, nao
detectamos por SDS-PAGE a presenca da proteina recombinante D2 no tamanho
esperado, de aproximadamente 13 kDa (Figura 10). Inicialmente, submetemos o
primeiro plasmideo clonado com D2 a expressdo nas mesmas condigcoes
empregadas com sucesso para os demais dominios. Em seguida, variamos o clone
de D2, empregando diferentes aliquotas da bactéria BL21 Star (DE3), preparadas
em épocas diferentes. Experimentamos também variar a temperatura de expresséo
(dos 37°C padronizados, para 30° C) e a quantidade de IPTG (reduzindo a metade
ou dobrando a quantidade utilizada originalmente). Todas as tentativas se
mostraram sem sucesso.

A auséncia ou niveis baixos de expressdo podem ser justificados por: (1)
toxicidade ou instabilidade da proteina alvo na célula hospedeira, causando a
diminuicdo do crescimento bacteriano e inviabilizando a traducdo; (2) perda do
sistema de expressado durante o crescimento da bactéria; (3) associagdo de regides
hidrofobicas das proteinas recombinantes a membrana da bactéria, causando efeito
toxico; (4) degradagao da proteina alvo por proteases bacterianas. No nosso caso,
esta hipotese é pouco provavel, uma vez que usamos a linhagem BL21 (DE3), que
nao expressa as proteases lon e ompT; (5) excesso de coédons raros na proteina
alvo ou discrepancia no uso dos codons dos sistemas eucarioto e procarioto; e (6)
mutacdes sem sentido .

Embora a clonagem dos DNAs heterdlogos tenha sido relativamente facil, a
expressao dos genes clonados foi uma tarefa ardua. Nao se sabe ao certo as razdes
pelas quais isto aconteceu neste trabalho, nem o porqué desta dificuldade ser
bastante frequente em diversos estudos. Como ja mencionado, proteinas
recombinantes s&o expressas em sistema procarioto, na sua grande maioria, como

agregados insoluveis, chamados corpusculos de inclusdo. Elas também podem ser
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prematuramente degradadas e/ou desnaturadas . Um levantamento feito pela
Southeast Collaboratory for Structural Genomics (SECSG), em 2005, reporta que, de
6.386 proteinas expressas heterologamente em E. coli, apenas 22,7% era soluvel .
Apesar de todas as limitagdes, a E. coli ainda € o organismo procarionte mais
usado para expressao de proteinas heterdélogas, pelos motivos ja discutidos. Em
contrapartida, os sistemas eucariontes também apresentam varias limitagdes para
expressao de proteinas heterdlogas. As células de mamifero, por exemplo,
necessitam de maiores cuidados no ambiente estéril e condicdes de manipulagao
estritamente assépticas. Sao instaveis quando manipuladas geneticamente e
produzem proteina com baixo rendimento quando comparadas aos
microorganismos. Ja a expressado heterdloga em fungos é de dificil controle de
expressdo, apresentando ainda um mecanismo de glicosilacéo significativamente
diferente do de mamifero . Na literatura, ha varias informacdes referentes a
otimizacdo das condigdes de expressao em E. coli. Contudo, como as proteinas
apresentam propriedades fisico-quimicas muito diferentes, as condi¢des ideais de

expressao podem variar enormemente .

4. IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES POR REAGAO COM ANTICORPOS ANTI-DM43 ou

ANTI=-CAUDA DE HISTIDINA

Para identificacao indireta das proteinas recombinantes, as fracbes induzidas
insoluveis foram submetidas a SDS-PAGE, seguido de transferéncia para
membranas de PVDF (Western blotting). Uma das membranas foi revelada com soro
policlonal produzido em coelhos contra DM43, enquanto a outra foi incubada com
anticorpo anti-His. Na Figura 11, podemos observar que as proteinas recombinantes
foram devidamente reconhecidas pelos dois anticorpos. A Unica excecado foi o
dominio 2 no pET101, comprovando mais uma vez que este recombinante nao foi
expresso. Nas raias 1 e 4 da membrana anti-DM43 e nas raias 1 e 2 da membrana
anti-His, mais de uma banda foi revelada. A reacdo cruzada inespecifica com
proteinas da bactéria parece pouco provavel, uma vez que o padrao de bandas nao
é constante para todas as amostras. E possivel que as bandas de maior massa

molecular sejam consequéncia da presenca de oligbmeros nao desfeitos nas
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condigbes da eletroforese. As bandas de menor massa molecular da raia 4 podem

ser resultado da degradacgao parcial da proteina thioFull.

MM (kDa) 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 17

M5

93,6 | =
50,4 wy = — pu— P
374> .. "

29| N

194>\ i s -

6,8

Anti-DM43 Anti-His

Figura 11: Western blotting das proteinas recombinantes reconhecidas por anti-soro policlonal contra
DM43 ou anticorpo contra cauda de histidina e reveladas com o kit DAB Sigma Fast. Na primeira raia
de cada gel foi aplicado o padrdo de massa molecular pré-corado Broad Range (Bio Rad). Nas
demais raias, os recombinantes (fragdes induzidas insollveis) solubilizados em tampao Tris-HCI
200mM, NaCl 0,5 M, B-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0. Foram aplicados aproximadamente
0,2 ug de cada proteina. 1= thioD1; 2= thioD2; 3= thioD3; 4= thioFull; 5= D1; 6= D2; 7= D3; 8= DM43

nativa.

5. IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES POR MS/MS

Para confirmagao da identidade dos recombinantes, as bandas assinaladas
pelas setas vermelhas nas Figuras 9 e 10 foram cortadas, tripsinizadas e
identificadas no espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF, no modo MS/MS,
utilizando o banco de dados nao-redundante do NCBI. Como os dominios (com ou
sem fusdo com a tiorredoxina) ndao existem isoladamente neste banco de dados,
criamos um banco local com estas sequéncias, de modo a calcular automaticamente
os reais percentuais de cobertura obtidos com os peptideos sequenciados. Na
Tabela 3, podemos observar que foi possivel identificar, com confiabilidade, todas as

proteinas recombinantes usando ambos os bancos de dados.
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Tabela 3: Identificagdo por MS/MS dos recombinantes expressos em E.coli BL21 Star (DE3)

transformada por pET101 ou pET102.

Mascot Massa Cobertura
Proteina pl Mw Método | Banco No. lon Seqiiéncia dos peptideos experimental em relacédo a ID
Teorico | (kDa) Peptideos q pep precursor em re‘agao
Score (Da) identificagcao
127 | IIHLTDDSFDTDVLK 1730.7177
24 | AMDPTPPLWIK 1267.5485
Local 6 55 | FWLGPVTADNR 1274.5254 23% thioD1
95 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2155.9202
41 ILTSENDWTPLSAPVEVTGKEPK 2510.0965
. qi[21542401
thioD1 521 | 276 | MSMS 5 | FWLGPVTADNR 12745254 . Venom
100 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2155.9202 ° metalloproteinas
NCBI 3 e inhibitor DM43
qi[148071
127 | IHLTDDSFDTDVLK 1730.7177 13% Thiorredoxin
E.coli
109 | IIHLTDDSFDTDVLK 1730.7505
Local 3 34 | LNIDHNPGTAPK 1275.5576 20% thioD2
. 26 | SSQTPSAEATFIINSTGNYSCLYR | 2652.0032
thioD2 52 | 268 | MSIMS
: : qi[148071
NCBI 1 109 | IHLTDDSFDTDVLK 1730.7505 13% Thiorredoxin
E.coli
52 | IHLTDDSFDTDVLK 1731.7954
31 | ANFYILNDR 1125.5222 , .
Local 4 63 | VFFDLTAVGPK 1193.5990 20% thioD3
39 | LEGKPIPNPLLGLDSTR 1819.9457
vioos | 516 | 287 | wsms 4 | ANFYILNDR 1124.5105 0ij21542401 aei‘fn‘:m
’ ’ 60 | FWLGPVTADNR 1274.5874 13% metalprotins
\CBI 5 13 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2155.9915 e DVe3
qi[148071
52 | IHLTDDSFDTDVLK 1730.7881 13% Thiorredoxin
E.coli
69 | IHLTDDSFDTDVLK 1730.8294
20 | AMDPTPPLWIK 1267.6332
51 | FWLGPVTADNR 1274.6232
16 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2156.0481 . .
Local 8 68 | ANFYILNDR 1124.5431 25% thioFull
8 DGQETPVEVVPISDPMK 1839.8402
58 | VFFDLTAVGPK 1192.6187
thioFull 5,01 493 | MSIMS 14 | LEGKPIPNPLLGLDSTR 1818.9823
68 | ANFYILNDR 1124 5431 qi[21542401
58 | VFFDLTAVGPK 1192.6187 7 Venom
51 FWLGPVTADNR 1274.6232 ° metalloproteinas
NCBI 5 16 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2156.0481 e inhibitor DM43
qi[148071
69 | IHLTDDSFDTDVLK 1730.8294 13% Thiorredoxin
E.coli
15 | AMDPTPPLWIK 1267.7024
Local 3 71 | FWLGPVTADNR 1274.7051 32% D1
117 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2156.1787
D1 604 | 142 | MSIMS qi121542401
NCEI ) 71 | FWLGPVTADNR 1274.7051 "o Venom
117 | ILTSENDWTPLSAPVEVTGK 2156.1787 ° metalloproteinas
e inhibitor DM43
66 | ANFYILNDR 1124.5038
28 | FSEREYDLEFK 1461.6059
Local 6 16 | DGQETPVEVVPISDPMK 1839.8106 62 D3
133 | NGPPIWSEDSNVLELDLSTGQK 2398.0781 °
116 | LEGKPIPNPLLGLDSTR 1818.9411
b3 605 | 155 | MSIMS 29 | TGHHHHHH 998.3807
66 | ANFYILNDR 1124.5038 9ij21542401 31542401
NCBI 3 28 FSEREYDLEFK 1461.6059 12% meta”sgr‘;’; nas
16 | DGQETPVEVVPISDPMK 1839.8106 e DM3
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http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|21542401&px=1&protscore=218.70246753857
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|21542401&px=1&protscore=218.70246753857
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|148071&px=1&protscore=69.31
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|21542401&px=1&protscore=218.70246753857
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|148071&px=1&protscore=69.31
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|21542401&px=1&protscore=218.70246753857
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|148071&px=1&protscore=69.31
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|148071&px=1&protscore=69.31
http://localhost/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20090106/F002997.dat&hit=gi|21542401&px=1&protscore=218.70246753857

6. PURIFICAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Como mostrado anteriormente, as proteinas recombinantes foram obtidas na
forma de corpusculos de inclusdo. Estas particulas insoluveis sdo resultado do
acumulo intracelular de proteinas superexpressas e parcialmente enoveladas, que
se agregam através de interagbes hidrofébicas e/ou ibnicas . Na tentativa de
solubilizacdo das proteinas recombinantes, os corpusculos foram incubados a
temperatura ambiente, por 12 h, sob agitagdo constante, em tampao Tris-HCI 200
mM, NaCl 0,5 M, B-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0. Nestas condigbes, ha
desnaturacao total das proteinas e quebra das pontes dissulfeto que possivelmente
se formam nas condi¢gdes nao-nativas dos agregados. Mesmo no tampéo fortemente
desnaturante, ndo conseguimos solubilizar completamente os agregados dos
corpusculos, restando sempre um sedimento apds a centrifugagao final.

No sistema pET utilizado, ha adicdo da cauda de histidina as proteinas
recombinantes, possibilitando a rapida obteng¢ao de proteinas através da purificagao
pela técnica de cromatografia de afinidade por ion metalico imobilizado (IMAC), com
grau de pureza suficiente para os ensaios de atividade biolégica. Desta forma, as
proteinas solubilizadas em 8 M de Uréia foram misturadas v/v com tampéao Tris-HCI
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, pH 7,4 e purificadas na coluna de afinidade
carregada com niquel, HisTrap FF crude. Os cromatogramas obtidos estédo
representados nas Figuras 12 e 13, assim como os perfis eletroforéticos dos
recombinantes, eluidos com gradiente crescente linear de fosfato de sédio 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, Uréia 4 M, pH 7,4.
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Figura 12: Perfis cromatograficos das proteinas recombinantes em coluna HisTrap FF crude. A coluna
foi equilibrada com tampéo A (fosfato de sddio 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM, Uréia 4 M, pH
7,4) e a fragéo ligada a coluna foi eluida com gradiente crescente linear do tampao B (fosfato de sodio
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, Uréia 4 M, pH 7,4) a um fluxo de 2,0 mL/min. Ao lado, SDS-
PAGE a 12%, em condigbes redutoras, das fragbes purificadas de thioD1, thioD2 e thioD3. Os
asteristicos indicam as fragdes utilizadas para preparar o pool de proteina recombinante. Na primeira
raia de cada gel foi aplicado o padrédo de massa molecular. 1= amostra de recombinante solubilizado
aplicada na coluna; 2= pool das fragdes ndo-ligadas a coluna; 3= fragdes individuais eluidas da

coluna (fragéo ligada). Géis corados com azul de Coomassie R-250.
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Figura 13: Perfis cromatograficos das proteinas recombinantes em coluna HisTrap FF crude,
previamente equilibrada com tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM e
Uréia 4 M. A eluicao foi feita com gradiente crescente linear do mesmo tampéo, contendo 500 mM de
imidazol e fluxo de 2,0 mL/min. Ao lado, SDS-PAGE 15%, em condi¢cdes redutoras, das fracoes
purificadas de thioFull, D1 e D3. Os asteristicos indicam as fragdes utilizadas para preparar o pool de
proteina recombinante. Na primeira raia de cada gel foi aplicado o padrdao de massa molecular. 1=
amostra de recombinante solubilizado aplicada na coluna; 2= pool das fragées nao-ligadas a coluna;

3= frages individuais eluidas da coluna (fragéo ligada). Géis corados com azul de Coomassie R-250.
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7. REe-ENOVELAMENTO E DOSAGEM DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Para recuperar a conformacdo nativa de proteinas recombinantes sao
descritos varios protocolos, utilizando condi¢cdes e técnicas diversas. Infelizmente,
nao ha uma féormula padrdo para todas as proteinas, e sim solugdes diferentes para
cada situagcao . No nosso caso, optamos por submeter as proteinas recombinantes
solubilizadas, apo6s purificacdo por afinidade em coluna de niquel, a didlises contra
Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 ou PBS pH 7,4. Num primeiro momento,
utilizamos estes tampdes acrescidos de 2 M de Uréia e, finalmente, fizemos dialises
contra os tampdes sem Uréia.

As recuperagdes proteicas das fracdes obtidas durante todo processo de
purificacdo estdo mostradas na Tabela 4. Apesar do baixo rendimento, foi possivel
recuperar proteina soluvel nos casos de thioD1, thioD2 e thioD3. No caso de D1, D3
e thioFull muito pouca quantidade foi recuperada apds purificagcdo e re-
enovelamento. Para D1 e D3, estes dados indicam que a presencga da tiorredoxina
foi importante para aumentar e manter a solubilidade dos recombinantes expressos
na forma de corpusculos de inclusdo. De fato, sabe-se que, mesmo nos casos onde
a fusdo com a tiorredoxina ndo produz proteinas recombinantes soluveis, ela é
capaz de aumentar a recuperacao da proteina soluvel depois do re-enovelamento .
No caso de thioFull, um dos motivos que pode ter contribuido para a insolubilidade é
a presencga de quatro pontes dissulfeto: uma em cada dominio de DM43 e mais uma
da tiorredoxina. Proteinas com varias pontes dissulfeto, quando em estado reduzido,
sdo muito instaveis e altamente susceptiveis a agregacdo, principalmente nos

primeiros estagios do re-enovelamento .
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Tabela 4: Recuperagdo proteica total (em mg) das proteinas recombinantes obtidas nas diversas

etapas de processamento. Em azul, quantidades determinadas usando o 2D Quant Kit; em vermelho,

usando o método do BCA.

Em Tris-HCI
Recombinante
o . Em 4 M Uréia Em 4 M Uréia Em PBS 20 mM, NaCl 150
(fragéo induzida Em 8 M Uréia . .
(Pré-coluna) (Pés-coluna) pH 74 mM,
insoluvel)
pH75
thioD1 6 (100%) 3 2 (70%) 0,88 (19%) 0,64 (14%) 1,1 (24%)
thioD?2 2 (100%) 8 (73%) 2,15 (48%) 1,21 (23%) 1,83 (35%)
thioD3 6 (100%) 4 7 (84%) 2,25 (40%) 1,40 (25%) 1,18 (21%)
thioFull 2 (100%) 0,44 (8,5%) 0 0,05 (1%) 0,12 (2,3%)
D1 2 (100%) ND 0 0 0 07 (1,7%)
D3 ,6 (100%) ND 0,14 (3%) 0,03 (0,7%) 9 (11%)

8. ANALISE DA INTEGRIDADE ESTRUTURAL DOS RECOMBINANTES POR DICROISMO CIRCULAR

Antes de prosseguir com os ensaios de atividade biolégica dos
recombinantes, precisamos nos certificar de sua integridade estrutural. Devido a
baixa recuperacgao proteica, e em virtude das quantidades minimas necessarias, so
foi possivel realizar esta analise com as proteinas recombinantes thioD1, thioD2 e
thioD3.

O dicroismo circular (CD) € uma técnica relativamente simples e poderosa para
o estudo dos elementos de estrutura secundaria das proteinas em solugao (a-
hélices, folhas B pregueadas e estruturas randémicas), as quais contribuem para a
formacéo da estrutura terciaria das proteinas . Esta técnica se baseia no fato de que
moléculas com centros assimétricos (quirais) absorvem a luz circularmente
polarizada para a direita diferentemente da luz circularmente polarizada para a
esquerda, provocando um desvio no angulo da polarizagdo da luz incidente para a
direita ou esquerda (elipticidade), que € medido pelo polarimetro. Os croméforos que
originam os espectros de CD em peptideos e proteinas sao as ligagbes amida, os
residuos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) e as pontes dissulfeto.

Apos a quantificagdo, as proteinas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3
foram mantidas a -20 °C até o momento do experimento de CD. Foram feitos quatro
espectros de cada proteina nos dois diferentes tampdes usados para re-
enovelamento: Tris-HCI 20 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5; e PBS pH 7,4. As médias
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resultantes estédo representadas na Figura 14 A e B. Sob o tampéao Tris foi possivel
obter espectros de 200 nm a 260 nm; abaixo desta faixa, o sal do tampé&o interferiu
na leitura. Com o tampéao PBS, o espectro de CD pode ser ampliado para a faixa de
190 nm a 260 nm.
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Figura 14: Grafico representativo dos espectros de dicroismo circular das proteinas recombinantes
thioD1, thioD2 e thioD3. (A) Espectros obtidos com as proteinas solubilizadas em tampao Tris-HCI 20
mM + NaCl 150 mM, pH 7,5; (B) Espectros obtidos com as proteinas solubilizadas em PBS, pH 7,4.
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De acordo com os espectros obtidos, em ambos os tampdes as proteinas
recombinantes estao estruturadas, apresentando um espectro tipico de estruturas a
e [ misturadas, mas com conteudos relativos diferentes. Podemos avaliar que
thioD1 apresentou um maior conteudo de estruturas a, devido a presenca de dois
picos negativos a 208 nm e 222 nm, caracteristicos desta estrutura. ThioD2
apresentou um unico pico negativo a 210 nm, o que, entretanto, ndo caracteriza uma
estrutura somente tipo 3, ja que o pico tipico da estrutura (3 se localiza em 216 nm.
Por sua vez, thioD3 possui um unico pico negativo mais proximo de 216 nm,
indicando que, das trés proteinas recombinantes, deve ser a que apresenta maior
conteudo de estruturas f3 .

Usamos o software PSIPRED, disponivel em servidor publico
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), para predizer a estrutura secundaria das
proteinas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3. Os resultados s&o apresentados
no anexo 1, figuras 34, 35 e 36. De acordo com a analise in silico, as trés proteinas
recombinantes devem apresentar uma mistura de estruturas a e 3, confirmando os
dados obtidos experimentalmente . Se os dominios tivessem sido expressos sem a
fusdo com a tiorredoxina, deveriam apresentar basicamente estruturas de folhas 3
pregueadas, caracteristicas das proteinas tipo-lg . A mistura de estruturas a + [3
observada experimentalmente se assemelha a estrutura da tiorredoxina, que possui

um unico dominio com quatro folhas 3 pregueadas centrais e trés a-hélices externas

9. ANALISE DA OLIGOMERIZAGAO

Durante o processo de renaturacdo das proteinas recombinantes in vitro,
frequentemente ha formacdo de oligbmeros, resultado da interagdo inespecifica
(hidrofébica) entre cadeias polipeptidicas totalmente desnaturadas ou de
associagoes incorretas entre intermediarios parcialmente enovelados. A existéncia
de residuos de cisteina formando diversas combinagbes de pontes dissulfeto
também pode contribuir para a oligomerizagcdo . Para verificar o grau de
oligomerizagéo das proteinas recombinantes obtidas neste trabalho, as submetemos
a eletroforeses em gel de poliacrilamida, tanto em condi¢cées nativas, quanto na

presenca de SDS, com e sem B-mercaptoetanol (Figura 15). As proteinas também
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foram analisadas por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200
(Figuras 16) e MALDI-TOF MS no modo linear (Figuras 17 e 18). Para os
recombinantes thioFull e D3, ndo recuperamos quantidade suficiente de proteina
soluvel para realizar estas analises de forma satisfatoria.

Nos géis sob condi¢des nativas (Figura 15 A), podemos observar as diversas
formas oligoméricas das proteinas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3 (raias 2-
4), tanto na amostra dialisada contra tampao Tris-HCI, quanto na dialisada contra
PBS. Na raia 1, aplicamos DM43 isolada do plasma de gamba, sabidamente
dimérica em condi¢des nativas . As mesmas amostras, submetidas a analise por
SDS-PAGE sob condi¢des redutoras e nao-redutoras (Figuras 15 B e C), mostraram
perfis eletroforéticos bastante similares. Entretanto, a aparigdo de bandas fracas na
regido de 66 kDa ou acima desta regido, nos géis sem [>-mercaptoetanol, parece
indicar que uma fragao minoritaria dos recombinantes se liga covalentemente, muito
provavelmente formando estruturas com mais de uma cadeia.

Apdés analise das mesmas amostras por cromatografia de exclusdo molecular
(Figura 16), detectamos a presenga das seguintes espécies em cada um dos
recombinantes: thioD1= 82,4 kDa, 59,6 kDa e 38,8 kDa; thioD2= >134 kDa, 93,2
kDa, 64,3 kDa e 37,4 kDa; thioD3= >134 kDa, 87,5 kDa, 65,4 kDa, 40,4 kDa, além
de um pico eluido no volume de exclusédo da coluna (V,). As massas em torno de 40
kDa provavelmente sao referentes aos monémeros das proteinas recombinantes,
seguidas de massas referentes a dimeros, trimeros e oligdémeros maiores. Por MS,
detectamos apenas as seguintes massas moleculares referentes aos mondémeros:
thioD1 = 27.654 Da; thioD2 = 26.831 Da; e thioD3 = 28.769 Da (Figuras 17 e 18)..
Estes dados indicam que a oligomerizacdo ocorre fundamentalmente devido a
interacdes nao-covalentes. Estas ligagbes ndo sao preservadas no processo de
ionizagao por MALDI, onde podemos observar, nos espectros de thioD1, thioD2 e
thioD3, dois sinais maijoritarios; o primeiro refere-se ao ion de m/z com carga dupla,

e o segundo refere-se ao ion monocarregado

64
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Figura 15: Analise da oligomerizagdo dos dominios recombinantes de DM43, fusionados com
tiorredoxina, por eletroforese em gel de poliacrilamida. Os géis da esquerda correspondem as
proteinas recombinantes re-enoveladas apos didlise em tampao Tris-HCI; os géis da direita
correspondem as proteinas recombinantes re-enoveladas em tampao PBS. 1= DM43 nativa; 2=
thioD1; 3= thioD2; 4= thioD3. Nos géis de SDS-PAGE, aplicamos padrdo de massa molecular na

primeira raia. Géis revelados pela prata (A) ou azul de Coomassie (B e C).
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Figura 16: Andlise da oligomerizagdo dos dominios recombinantes de DM43, fusionados com
tiorredoxina, por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 HR 10/30 (GE
Healthcare), equilibrada com PBS pH 7,4, a um fluxo de 0,5 mL/min. (A) thioD1; (B) thioD2; e (C)
thioD3. As setas indicam as massas moleculares correspondentes a cada pico, calculadas apés

calibragédo da coluna com proteinas de massas moleculares conhecidas.
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Figura 17: MALDI-TOF MS no modo linear das proteinas recombinantes thioD1 e thioD2. Em ambos
0s espectros sdo observados dois sinais majoritarios correspondentes a proteina recombinante nas

formas mono- e diprotonada.
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Figura 18: MALDI-TOF MS no modo linear da proteina recombinante thioD3. No espectro observamos

dois sinais majoritarios correspondentes a proteina recombinante nas formas mono- e diprotonada.
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TESTES DE ATIVIDADE

Para testar a atividade bioldgica dos recombinantes, avaliamos sua
capacidade de inibir a atividade proteolitica da SVMP jararagina sobre azocaseina.
O método para determinacdo da atividade proteolitica de enzimas utilizando
azocaseina foi inicialmente desenvolvido por Charney & Tomarelli . A azocaseina
utilizada como substrato € um derivado da caseina ao qual foi adicionado um grupo
sulfanilamida, de coloragdo alaranjada. A digestdo de azocaseina por enzimas
proteoliticas (ex.: jararagina) libera corante soluvel no meio, cuja quantidade pode
ser facilmente estimada espectrofotometricamente, a 380 nm, apds precipitagdo da
proteina, pouco ou nao digerida, por acido tricloroacético. Desta forma, a intensidade
de cor percebida no sobrenadante é fungcdo da atividade proteolitica da enzima em
solucéo.

Em todos os ensaios, utilizamos os recombinantes dialisados contra tampéo
Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, que foram recuperados em quantidade
suficiente. A Figura 19 mostra que, como esperado, a atividade proteolitica da
jararagina sobre azocaseina (barra 1) foi inibida pelo quelante de metais EDTA
(barra 2) e por DM43 nativa (barra 19). Como controles, utilizamos os tampdes de
eluicdo da coluna de afinidade (fosfato de sédio 20 mM pH 7,4, contendo NaCl 500
mM, imidazol 500 mM, Uréia 4 M) e também o tamp&o empregado na dialise. Ainda
que o primeiro tenha interferido fortemente com a leitura a 380 nm (barra 16), as
preparagdes dos recombinantes (barras 6, 10 e 14) ndo se mostraram diferentes do
controle do tampé&o de didlise (barra 18). Estes dados indicam que a dialise foi eficaz
em retirar todos os contaminantes do tampao utilizado para eluir os recombinantes
da coluna de afinidade. As proteinas recombinantes usadas, thioD1, thioD2 e thioD3,
nao foram capazes de inibir a atividade azocaseinolitica da jararagina em nenhuma

relacdo molar testada (barras 3-5, 7-9 e 11-13).
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Figura 19: Andlise da inibicdo da atividade azocaseinolitica da jararagina pelos dominios de DM43
fusionados com tiorredoxina. Em todos os tubos, adicionamos a mesma quantidade de azocaseina
como substrato e: 1= jararagina; 2= jararagina + EDTA; 3 a 5= jararagina + thioD1, nas relacdes
molares indicadas; 6= thioD1; 7 a 9= jararagina + thioD2, nas relacées molares indicadas; 10= thioD2;
11 a 13= jararagina + thioD3, nas relagdes molares indicadas; 14= thioD3; 15= jararagina + tampao
de eluigdo da coluna de afinidade; 16= tampao eluicdo da coluna de afinidade; 17= jararagina +
tampéo Tris-HCI usado na dialise; 18= tampao Tris-HCI usado na dialise; 19= jararagina + DM43/ 1:2
mol/mol; 20= DM43.

Como as proteinas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3 ndo apresentaram
atividade biolégica no experimento de azocaseina, € possivel que esteja havendo
interferéncia da tiorredoxina. De fato, em sistemas heterdlogos, a fusdo de uma
proteina de interesse com outras proteinas pode influenciar, tanto em sua estrutura
nativa, quanto em sua atividade biolégica . Para comprovar esta hipdtese,
submetemos as proteinas recombinantes fusionadas a hidrélise com enteroquinase,
que possui seu sitio de agado ([AsplsLys) entre a tiorredoxina e os dominios
recombinantes, como ja descrito. Entretanto, apds varios ensaios variando
condi¢cbes, constatamos que a reacdao de hidrélise ndo era muito especifica,
gerando, invariavelmente, mais de duas bandas com diferentes massas
moleculares, algumas imunoreativas ao anticorpo anti-DM43 (Figuras 20 A e B).

De fato, separar a proteina-alvo de sua proteina de fusdo ndo costuma ser
uma tarefa facil. Varios problemas podem ser encontrados com frequéncia, tais
como: baixo rendimento da clivagem, precipitagao das proteinas de interesse, dificil
otimizagdo das condigdes de clivagem, alto custo das proteases e sua

inespecificidade . Portanto, ainda que nao tenhamos conseguido otimizar as
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condigbes para uma clivagem 100 % eficaz, decidimos testar a atividade do conjunto
de espécies geradas pela agao da enteroquinase. De novo, analisamos a inibi¢ao da
atividade azocaseinolitica da jararagina. Observamos que, assim como os dominios
recombinantes em fusdo com a tiorredoxina, o conjunto de espécies obtidas apds
incubacdo com a enteroquinase nao inibiu a agdo azocaseinolitica da jararagina
(Figura 21). Infelizmente, existem poucas alternativas para expressao de proteinas
em sistemas heterélogos usando moléculas de fusdo que aumentam a solubilidade,

sem interferir na estrutura e/ou na atividade dos recombinantes .
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Figura 20: Andlise dos dominios recombinantes de DM43 fusionados com tiorredoxina, apds

incubagdo com enteroquinase. (A) Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE ftricina e os

geéis, em condi¢bes redutoras, foram revelados com azul de Coomassie R250. (B) Duplicatas dos géis

de cima, apods transferéncia das bandas para membranas de PVDF e revelagdo com anti-soro anti-

DM43. 1= padrao de massa molecular. 2= recombinante integro; 3= recombinante + enteroquinase.
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Figura 21: Anadlise da inibicdo da atividade azocaseinolitica da jararagina pelos dominios

recombinantes de DM43, apds clivagem com enteroquinase. Em todos os tubos, adicionamos a

mesma quantidade de azocaseina como substrato e: 1= jararagina; 2= jararagina + EDTA; 3=
jararagina + enteroquinase (EK); 4, 8 e 12= jararagina + (thioD + EK); 5, 9 e 13= jararagina + thioD; 6,
10 e 14=thioD + EK; 7, 11 e 15= thioD; 16= tampao Tris-HCI usado na dialise.
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Também fizemos testes de inibigdo da atividade proteolitica da jararagina
usando fibrinogénio bovino como substrato. Esta metaloprotease cliva
preferencialmente a cadeia Aa do fibrinogénio, liberando um polipeptideo de 23 kDa
, atividade totalmente inibida pela DM43 nativa . Portanto, testamos se os dominios
de DM43 recombinantes fusionados, isolados ou em conjunto, também
apresentavam a mesma atividade inibitéria. A Figura 22 mostra que thioD1, thioD2,
thioD3, ou combinacao destas trés proteinas, ndo foram capazes de inibir a hidrdlise
do fibrinogénio pela jararagina (produtos de hidrélise indicados pelas setas
vermelhas). Muito pelo contrario, estes recombinantes pareceram funcionar como
substratos, sendo também hidrolisados pela jararagina (setas verdes). Como

controle positivo da inibicdo, utilizamos DM43 nativa, EDTA ou ortofenantrolina.
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Figura 22: Andlise da inibicdo da atividade fibrinogenolitica da jararagina pelos dominios
recombinantes de DM43. Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE a 12 % e os geéis, em
condigdes redutoras, foram corados por azul de Coomassie R250. As seguintes amostras foram
testadas em cada raia dos géis A (thioD1), B (thioD2) e C (thioD3): 1= padrdo de massa molecular; 2=
fibrinogénio controle; 3= fibrinogénio + jararagina; 4= jararagina controle; 5= fibrinogénio + (jararagina
+ recombinante/ 1:2 mol/mol); 6= fibrinogénio + (jararagina + recombinante/ 1:10 mol/mol); 7=
recombinante controle; 8= fibrinogénio + (jararagina + DM43 nativa/ 1:2 mol/mol); 9= DM43 nativa
controle; 10= fibrinogénio + (jararagina + EDTA); 11= fibrinogénio + (jararagina + ortofenantrolina);
12= tampao Tris-HCI usado na dialise; 13= mesmo tampao + 20 % de metanol usado como veiculo
da ortofenantrolina.

No gel D, testamos os trés dominios recombinantes concomitantemente. 1= padrdo de massa
molecular; 2= fibrinogénio controle; 3= fibrinogénio + jararagina; 4= jararagina controle; 5=
fibrinogénio + (jararagina + recombinantes/ 1:10 mol/mol); 6= thioD1 controle ; 7= thioD2 controle; 8=
thioD3 controle; 9= fibrinogénio + (jararagina + DM43 nativa/ 1:2 mol/mol); 10= DM43 nativa controle;
11= fibrinogénio + (jararagina + EDTA); 12= fibrinogénio + (jararagina + ortofenantrolina); 13= tampao
Tris-HCI usado na didlise; 14= mesmo tampao + 20 % de metanol usado como veiculo da
ortofenantrolina. As setas vermelhas indicam os principais produtos de hidrélise do fibrinogénio e as

setas verdes indicam os produtos de hidrélise das proteinas recombinantes
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Para confirmar a hidrélise dos recombinantes, os dominios em fusdo com a
tiorredoxina foram incubados, por diversos intervalos de tempo, com a jararagina. A
Figura 23 mostra os perfis eletroforéticos destas amostras por SDS-PAGE em
condi¢cdes redutoras e apos western blotting e revelagcdo com anti-soro anti-DM43.
Constatamos, entdo, a degradacdo destas proteinas recombinantes em todos os

tempos analisados.
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Figura 23: Analise dos dominios recombinantes de DM43 fusionados com tiorredoxina, apds
incubagdo com jararagina. (A) SDS-PAGE 15% das amostras em condi¢cdes redutoras. Géis
revelados com azul de Coomassie R250. (B) duplicatas dos géis a esquerda, apos transferéncia das
bandas para membranas de PVDF e revelagdo com anti-soro anti-DM43. 1 e 7= padrao de massa
molecular. 2= dominio integro controle; 3= dominio + jararagina, incubados por 5 min; 4= dominio +
jararagina, incubados por 10 min; 5= dominio + jararagina, incubados por 30 min; 6= jararagina
controle; 8= padrao de massa molecular pré-corado. Todas as incubacdes foram feitas na relagao
enzima:recombinante 1:10 (mol/mol). O tracejado indica que raias ndo contiguas de um mesmo gel

foram aproximadas na imagem digital.
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Apesar de termos recuperado somente 0,5 mg de proteina soluvel no caso do
recombinante D3 (sem fusdo com a tiorredoxina) (Tabela 4), conseguimos testar sua
atividade fazendo apenas um ensaio de inibicdo das atividades azocaseinolitica e
fibrinogenolitica da jararagina. O dominio ndo-fusionado também foi incubado com
jararagina para testar sua susceptibilidade a hidrélise. A Figura 24 mostra uma
pequena redugao da atividade azocaseinolitica da jararagina na presenca de D3.
Entretanto, frente a atividade fibrinogenolitica da jararagina, a proteina recombinante
D3 ndo mostrou qualquer atividade (Figura 25). Interessantemente, quando
incubamos D3 com a jararagina (Figura 26), o dominio se mostrou resistente a
degradacéao, diferentemente dos demais dominios testados, que estdo em fusao

com a tiorredoxina.
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Figura 24: Analise da inibicdo da atividade azocaseinolitica da jararagina pelo dominio D3 de DM43.
Em todos os tubos, adicionamos a mesma quantidade de azocaseina como substrato e: 1=
jararagina; 2= jararagina + EDTA; 3= jararagina + D3/ 1:10 mol/mol; 4= D3; 5= jararagina + DM43

nativa; 6= DM43 nativa; 7= tampao Tris-HCI usado na dialise.
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Figura 25: Analise da inibicdo da atividade fibrinogenolitica da jararagina pelo dominio D3 de DM43.
Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE 12 % e os géis, em condi¢bes redutoras, foram
corados por azul de Coomassie R250. 1= padrao de massa molecular; 2= fibrinogénio controle; 3=
fibrinogénio + jararagina; 4= jararagina controle; 5= fibrinogénio + (jararagina + D3/ 1:2 mol/mol); 6=
fibrinogénio + (jararagina + recombinante/ 1:10 mol/mol); 7= recombinante controle; 8= fibrinogénio +
(jararagina + DM43 nativa/ 1:2 mol/mol); 9= DM43 nativa controle; 10= fibrinogénio + (jararagina +
EDTA); 11= fibrinogénio + (jararagina + ortofenantrolina); 12= fibrinogénio + jararagina + tamp&o Tris-
HCI usado na dialise; 13= fibrinogénio + jararagina + tamp&o Tris-HCI usado na didlise + 20 % de
metanol usado como veiculo da ortofenantrolina. A seta vermelha indica o principal produto de

hidrélise do fibrinogénio.

MM@KDa) ¢ 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 8§ MM(kDa
a N o = i 93,6
i P | o foe L le-504
45> - - : )

; g i «374
0> - { e le—29
a :
20,1 - = . PP 5-4_19,4
144> - - i less

D3

Figura 26: Anélise do dominio recombinante D3 de DM43, apés incubagao com jararagina. (A): SDS-
PAGE 15% das amostras em condi¢gbes redutoras. Géis revelados com azul de Coomassie R250. (B)
Duplicatas dos géis a esquerda, apds transferéncia das bandas para membranas de PVDF e
revelacdo com anti-soro anti-DM43. 1 e 7= padrdo de massa molecular. 2= dominio integro controle;
3= dominio + jararagina, incubados por 5 min; 4= dominio + jararagina, incubados por 10 min; 5=
dominio + jararagina, incubados por 30 min; 6= jararagina controle; 8= padrédo de massa molecular
pré-corado. Todas as incubagdes foram feitas na relagdo enzima:recombinante 1:10 (mol/mol). O

tracejado indica que raias nado contiguas de um mesmo gel foram aproximadas na imagem digital.
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Em resumo, os dominios recombinantes, quando em fusdo com a
tiorredoxina, foram expressos e solubilizados com menos dificuldade. Entretanto,
nao sé nao inibiram a atividade proteolitica da jararagina, como também se
transformaram em substratos desta metaloprotease toxica. Ja o dominio D3, sem a
fusdo com a tiorredoxina, se mostrou resistente a hidrélise pela jararagina e parece
reduzir a atividade azocaseinolitica desta metaloprotease, entretanto, néo
apresentou atividade de inibicdo no ensaio com o fibrinogénio. Infelizmente, nao
conseguimos recuperar proteina soluvel em quantidade suficiente para observar o
D3 por dicroismo circular e caracterizar sua estrutura secundaria. Segundo a analise
tedrica pelo software PSIPRED, a estrutura esperada para D3 € constituida
exclusivamente de folhas [3 pregueadas (Anexo 1, Figura 37), diferentemente deste
mesmo dominio em fusdao com a tiorredoxina, que apresenta espectro caracteristico
de uma mistura de a-hélices e folhas [3 pregueadas. Sabe-se que a glicosilagdo &
um dos fatores que contribuem para aumentar a resisténcia de proteinas a
degradacéo proteolitica . No caso das proteinas recombinantes de DM43, os dados
sugerem que a resisténcia a protedlise pode estar associada a conformagao
estrutural destas moléculas, ja que nenhum dos recombinantes, resistentes ou nao a
degradacéo, era glicosilado.

Em relagdo a atividade biologica, é possivel que a glicosilagdo tenha
participacdo importante e/ou que a presenca de mais de um dominio com
conformacdo nativa seja fundamental. Na DM43, o terceiro dominio nédo é
glicosilado. Como o D3 recombinante se mostrou pouco soluvel, é provavel que, na
proteina nativa, a presenga dos outros dois dominios glicosilados seja importante
para sua solubilidade. Segundo os dados tedricos de modelagem molecular , os dois
maiores loops de interagcao entre DM43 e a metaloprotease estdo localizados no
terceiro dominio. Assumindo o enovelamento correto do D3 recombinante, nossos
resultados indicam que apenas estes dois /loops ndo sao suficientes para garantir a
atividade bioldgica do inibidor. Outra possibilidade é que, de fato, estes loops néo

correspondam a regiao de interagao entre os dois ligantes.

79



10. AsorpAGeM DE Bioauimica CLAssicA: HiDROLISE LimiTADA DE DM43 NATIVA

Para avangarmos no estudo da relacao estrutura-fungao, utilizamos também
a abordagem bioquimica de protedlise da DM43 nativa isolada do soro do gamba .
Sabe-se que as regides inter-dominios das proteinas sao geralmente mais flexiveis
e susceptiveis a degradacao proteolitica do que as localizadas internamente. Esta
caracteristica vem sendo classicamente explorada em diversos trabalhos de
mapeamento da relacdo estrutura-funcdo de proteinas . Pelo menos um inibidor
natural de veneno de serpente foi estudado desta forma. HSF, uma proteina anti-
hemorragica isolada do soro de Trimeresurus favoviridis, foi digerida por
quantidades cataliticas de papaina, sem que houvesse perda expressiva de sua
atividade inibitéria. Apos clivagem adicional do fragmento ativo por brometo de
cianogénio, uma estrutura ativa ainda menor foi localizada na porgao N-terminal do
primeiro dos trés dominios do inibidor. A caracterizagao estrutural deste fragmento
mostrou que a atividade inibitéria era consequéncia da presenca de duas cadeias
polipeptidicas unidas por uma ponte dissulfeto .

Inicialmente, submetemos a DM43 nativa a hidrélises limitadas com tripsina
ou quimotripsina (relagcao E:S 1:25 p/p), retirando-se aliquotas em diversos
intervalos de tempo, como descrito no Material e Métodos. Os perfis eletroforéticos
destas digestdes podem ser observados na Figura 27 A. Os hidrolisados produzidos
também foram testados quanto a capacidade de inibir a atividade azocaseinolitica da
jararagina. DM43 se mostrou bastante susceptivel a tripsina utilizada, gerando
fragmentos de baixa massa molecular, porém sem qualquer atividade inibitéria
(Figuras 27 B e C). Por outro lado, o hidrolisado de quimotripsina se mostrou
parcialmente ativo nos diversos tempos, provavelmente como consequéncia da
presenca de DM43 ainda integra, inclusive apés 24 h de hidrélise. DM43 também foi
incubada com papaina, mostrando-se resistente a hidrélise por esta enzima, mesmo
depois de 24 h na relacdo E:S 1:10 p/p. Nas mesmas condi¢cdes experimentais, o

controle de albumina bovina foi prontamente digerido pela papaina (ndo mostrado).
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Figura 27: Ensaio de hidrdlise limitada de DM43 nativa por tripsina ou quimotripsina (E:S 1:25 p/p).
(A) SDS-PAGE 15 % em condi¢des redutoras. Géis revelados com azul de Coomassie R250: 1=
padrdao de massa molecular; 2= DM43 + enzima, tempo zero incubagédo; 3= DM43 + enzima, 1 h
incubagao; 4= DM43 + enzima, 3 h incubagao; 5= DM43 + enzima, 6h incubagéo; 6= DM43 + enzima,
24 h incubacgao; 7= controle tampao + enzima. (B) Ensaio de inibigdo da atividade azocaseinolitica da
jararagina. Em todos os tubos, adicionamos a mesma quantidade de caseina como substrato e: Jar=
jararagina; 0 h= jararagina + DM43 (tempo zero de incubagao com ftripsina ou quimotripsina); 1 h=
jararagina + DM43 (1 h de incubagé&o); 3 h= jararagina + DM43 (3 h de incubag&o); 6 h= jararagina +
DM43 (6 h de incubagéo); 24 h= jararagina + DM43 (24 h de incubag¢éo); Branco= controle tampé&o +
tripsina ou quimotripsina. (C) Mesmo experimento de inibicdo da atividade caseinolitica mostrado em

(B), com resultados calculados em termos de percentual de inibigéo.
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11. HibroLISE EXTENSIVA DE DM43 NATIVA

Diante dos resultados de DM43 nativa no ensaio de protedlise limitada,
passamos a submeté-la a desnaturacao, reducédo e alquilagao, antes da hidrélise
enzimatica. Para hidrolisar extensivamente esta preparacdo de DM43 e tentar
localizar possiveis peptideos ativos, analisamos sua estrutura primaria com o

programa Peptidecutter (http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter/), procurando

definir in silico qual enzima seria mais apropriada. A idéia foi produzir uma mistura
de peptideos de tamanho médio, preservando integras as regides de loops que, pelo
modelo tedrico , seriam candidatas a interagdo com a metaloprotease. A enzima que
melhor preencheu estes requisitos foi a endoprotease Lys-C (Roche), que cliva
especificamente a ligacdo peptidica no C-terminal de residuos de lisina. Desta
forma, foram gerados aproximadamente 14 peptideos de DM43 (Figura 28). Uma
aliquota do hidrolisado foi analisada por cromatografia de fase reversa em coluna de
C18. A comparacéo dos cromatogramas do hidrolisado (Figura 29 A) e da DM43
integra (Figura 29 B) comprova a eficiéncia da hidrélise, ja que ndo recuperamos
qualquer fragcado de DM43 integra ap6s 24 h de incubagdo com Lys-C. As massas
moleculares dos peptideos gerados apods hidrolise de DM43 por Lys-C,
determinadas experimentalmente por MALDI-TOF no modo linear, estdo mostradas
na Figura 29 C.

D1 1K AMDPTPPIWNIK TESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWK vI DGELLSTLPVVGLVGK Iv FWLGPVTADNRGI YRCRILTSEN DWTP LSAPVEVTGK l EP
7 L \ 4 { ‘l
D2 | LPA PSLHAEPGPWILPGLEI‘KI LHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPVK SSQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHVVIPDF

D3 LPK ANFYILNDRDFRPGDIVTFSGW(I:FSEREYD!LEFK LFK lDGQETPVEWPISDPMKlvVFFDLTAVGPK DGGK YSCRYRFRNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQ

Figura 28: Sequéncia de aminoacidos dos dominios de DM43. Os sitios de hidrdlise de Lys-C estédo
indicados pelas setas. Os colchetes em vermelho indicam as posigcdes dos loops de possivel

interagdo com as SVMPs. As caixas indicam os peptideos de DM43 que interagiram com a jararagina.
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Figura 29: Perfil cromatografico em coluna de fase reversa Vydac C18 (4,4 x 25 cm), ao fluxo de 0,5
mL/min. O sistema de solventes consistiu de TFA 0,1 % em agua (solvente A) e TFA 0,1 % em
acetonitrila (solvente B). O programa de elui¢céo utilizado foi: 25 %B por 5 min, 25-75 %B em 30 min,
75 %B por 5 min. (A) Produto de hidrélise de DM43 pela Lys-C, e (B) DM43 integra; (C) MALDI-TOF

no modo linear dos peptideos da hidrélise de DM43.

83



Para mapear a regido de interagdo entre DM43 e jararagina, submetemos o
hidrolisado, antes e apds incubacdo com a metaloprotease, a cromatografia em
Superdex Peptide. Esta coluna de exclusdo molecular tem resolugao 6tima entre 0,1
e 7 kDa e limite de exclusdo de 20 kDa. Assim, em caso de interacdo com a
jararagina (52 kDa), os peptideos deverao ser eluidos, ndo mais nos seus volumes
de eluigdo caracteristicos, mas no volume de exclusdo da coluna. Na Figura 30 B,
mostramos o cromatograma do hidrolisado de DM43 por Lys-C na Superdex
Peptide. Apos incubagdo com jararagina, o perfil cromatografico foi modificado,
percebendo-se nitidamente o desaparecimento de dois picos peptidicos
originalmente eluidos entre 10-13 mL (Figura 30 C). Na mesma figura, fica nitido o
aumento da area do pico referente ao volume de exclusdo da coluna (7-9 mL),
resultado da eluicdo da jararagina em associagdo com peptideos de DM43. Apesar
deste resultado, onde observamos o deslocamento de picos em virtude da interacéo
com a jararagina, o hidrolisado total gerado apds incubacdo de DM43 com Lys-C
nao mostrou atividade inibitéria contra a protedlise induzida por esta SVMP.
Igualmente, DM43 desnaturada, reduzida e alquilada também foi incapaz de

neutralizar a atividade enzimatica desta metaloprotease (Figura 31).
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Figura 30: Perfil cromatografico em coluna Superdex Peptide HR 10/30 (GE Healthcare). As
cromatografias foram realizadas no modo isocratico, a 0,5 mL/min, em Tris-HCI 25 mM pH 7,5,
contendo 20 mM de CaCl,. (A) da jararagina; (B) dos peptideos, produtos da hidrolise de DM43 pela

Lys-C; e (C) dos peptideos apds incubagédo com a jararagina.
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Figura 31: Anadlise da inibicdo da atividade azocaseinolitica da jararagina pela DM43. Em todos os
tubos, adicionamos a mesma quantidade de azocaseina como substrato e: 1= jararagina; 2=
jararagina + DM43 desnaturada, reduzida e alquilada; 3= jararagina + produto de hidrélise de DM43

pela Lys-C; 4= jararagina + DM43 nativa; 5= DM43 nativa; 6= tamp&o Tris-HCI usado na dialise.

Os picos do hidrolisado de DM43 por Lys-C, deslocados no cromatograma da
Superdex Peptide em fungdo da interagdo com jararagina, foram coletados e
analisados por MS. O resultado mostrou que sao constituidos por trés peptideos.
Apods sequenciamento por MS/MS (Anexo 1, Figuras 38, 39 e 40), cada um deles foi
localizado em um dominio de DM43 (Figura 28, sequéncias destacadas por caixas),
sugerindo, mais uma vez, a participacado dos trés dominios na atividade biolégica do
inibidor. Interessantemente, apenas um dos peptideos corresponde a uma
sequéncia de loop (*EPLPAPSLHAEPGPWILPGLETK'®); os outros dois estdo em
posicdes conservadas e possuem sequéncias homodlogas
(*DGELLSTLPVVGLVGK® e #'DGQETPVEVVPISDPMK?#?); nenhum dos trés
possui sitio de glicosilagado previsto. Em concordancia com este resultado, dados da
literatura mostram que os sitios de interagao das proteinas tipo-lg com seus ligantes
pode se localizar tanto nos loops (regides mais variaveis) quanto em regides das
fitas de folhas B pregueadas . Em alguns casos, sabe-se que a regido de interacéo
com o ligante também é formada por mais de um dominio tipo-imunoglobulina em

sequéncia ; como parece ser o caso de DM43.
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Nesta tese, expressamos heterologamente DM43 completa e cada um dos trés
dominios de DM43, em fusdo com a tiorredoxina. O primeiro e o terceiro
dominios também foram expressos sem a fusdo com a tiorredoxina. Nao foi
possivel obter o segundo dominio sem esta fusdo. Apds solubilizacdo dos
corpusculos de inclusdo, purificacdo e re-enovelamento dos recombinantes,
recuperamos de forma soluvel apenas as proteinas recombinantes thioD1,
thioD2, thioD3 e D3.

A analise por CD foi possivel nos casos de thioD1, thioD2 e thioD3, e mostrou a
presenca de proteinas estruturadas por uma mistura de a-hélices e folhas 3
pregueadas, em concordancia com as analises in silico, mas diferente do modelo
tridimensional dos dominios da DM43 nativa.

Os dominios fusionados com a tiorredoxina ndo s6 nao inibiram a atividade
proteolitica da jararagina, como também se transformaram em substratos desta
metaloprotease toxica. O D3 ndo fusionado também parece nao ter atividade,
porém apresentou resisténcia a protedlise. Estes dados sugerem que a
resisténcia a protedlise esta mais associada a conformacado da molécula do que
a sua glicosilagdo, uma vez que nenhum dos recombinantes, resistentes ou néo
a degradacao, era glicosilado. Por outro lado, a glicosilagdo da DM43 parece ser
importante para sua solubilidade, ja que os dominios originalmente glicosilados
s6 foram recuperados na forma soluvel quando fusionados a tiorredoxina.

Os dois maiores loops tedricos de interacdo entre DM43 e a metaloprotease,
localizados no terceiro dominio, ndo foram suficientes para garantir a atividade
inibitéria de D3. Este resultado parece indicar que: a) a participagao dos outros
dominios é importante para a funcionalidade do inibidor e/ou; b) estes loops nao
correspondem a regido de interagao entre os dois ligantes.

Sob condigdes desnaturantes, a digestdo extensiva de DM43 nativa pela
endoproteinase Lys-C produziu diversos peptideos. Mesmo que estes peptideos
em conjunto ndo tenham mostrado atividade bioldgica contra a jararagina, trés
deles foram capazes de se ligar a esta SVMP. Apds sequenciamento por MS/MS,
cada peptideo foi localizado em um dominio diferente de DM43 e nenhum deles
apresentou sitio de glicosilagao.

Em conjunto, nossos dados sugerem que a glicosilacédo € importante para a
solubilidade de DM43. Além disso, a participagado conjunta dos trés dominios de
DM43 parece ser importante para sua interacio com as SVMPs e,

consequentemente, para a inibicdo da atividade enzimatica destas toxinas.
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Anexo 1, Figura 32: Eletroferogramas representativos do sequenciamento
automatico dos clones obtidos no vetor pET101. A = sequéncia complementar
reversa da regido codificante para o dominio 1 de DM43 no pET101 obtida com
iniciador T7R; B= sequéncia da regido codificante para o dominio 2 de DM43 no
pET101 obtida com iniciador T7F; C= sequéncia da regido codificante para o
dominio 3 de DM43 no pET101 obtida com iniciador T7F. Nas sequéncias

correspondentes a regido do vetor pET101, o coédon de iniciagcdo esta sublinhado.

TIR¥, 5 pET101 Inicio da sequencia de D1
]|DD

an 0 120 130 140 150
AGGAATT CAGGAGCCCTTCAC CATGTTAAAGGC TATGGACCCAACTCCTC CCCTGTGGATC AAGACTGAATCCCCATC

(A)

i N “Mmlnﬂl‘ o

TIF5 5 3 pET101 Inicio da sequencia de D2

100
( GGAATTCAGGAGCCCTTCAC ATGCTCCCTGCCCCCTCTTTGCACGC TG AGCCTGGACCTTGGATCCTCCCTGGCCT

R

m s.‘-—..__
TIF55 % pET101 Inicio da sequencia de D3

uuuhhlh“ml ““

50 60 70 an a0 100 110 120
(C’GGAATTCA CGAGCCCTTCACCATGC TGCCAA AGGC CAACT T CTATAT TT T GAAC GACCGAGACTT CAGGC CTGGAGACA

|

ot Sl

100



Figura 33: Eletroferogramas representativos do sequenciamento automatico dos
clones obtidos no vetor pET102. D= sequéncia da regido codificante para o dominio
1 de DM43 no pET102 obtida com o iniciador T7F; E=; sequéncia da regido
codificante para o dominio 2 de DM43 no pET102 obtida com o iniciador T7F; F=
sequéncia complementar reversa da regido codificante para o dominio 3 de DM43
no pET102 obtida com o iniciador T7R; G= seqléncia da regido codificante para
DM43 completa (Full) no pET102 obtida com o iniciador T7F.

TIF5 . 3 pET102 Inicio da sequencia de D1

Hij 430 440 | 450 460 470 430 490 500
CAAGC TG GAAT TG ATCCCTTEACC TTAAAGGCTATGGACCCAAC TCCTCCCC TG TGGATCAAGACTGAATCCCCATC CACTC

B o

TF 5. 3 PET102 Inicio da sequencia de D2

420 430 440 450 460 470 430 430 S0
sCAAGCTGGGAAT TGATCCCTTCACCC TCCC TGUCCCCTCTTTGCACGC TGAGCCTGGACCTTGGATCCTCCCTGGCCTGGAG ACA,

(E)

TIR3 - ¥ pET102 Inicio da sequencia de D3

4_480

460 470 490 500 510 520 530
AGCG GGG AATTGATCCCTTCACCC TGO CA AL GGU CAAC T TCTATATT TTGAACGACCGAGACTTCAGGCCTGGAGACATTG

il Uha I

TF 5. 3 pET102 Inicio da sequencia de DM43 completa

440 450 460 470 480 490 500 510
( AGCTGGG A ATTGATCCC T TCACC TTAAAGGC TATGGACC CAACTC CTCCCCTG TGGATCA AGACTGAATCCCCATCCACTCCCT

om0 W

101



Figura 34: Resultados obtidos com o programa PSIPRED para a predigdo de
estrutura secundaria da proteina recombinante thioD1. A seta vermelha indica o

inicio da sequéncia de D1.

thioD1
feen£ - 11000030005000003000=00000000000000003000¢
pred: >

Pred: COCCCCEEECHHHHHHHHH COCCCEEEEEEC COCHHHHHH
Anh: MEEDEITHLTDDSE FDTDVL ERADGRT LVD FWAHWCGEC KT
1 1 1 1
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Figura 35: Resultados obtidos com o programa PSIPRED para a predigdo de
estrutura secundaria da proteina recombinante thioD2. A seta vermelha indica o

inicio da sequéncia de D2.
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Figura 36: Resultados obtidos com o programa PSIPRED para a predigdo de

estrutura secundaria da proteina recombinante thioD3. A seta vermelha indica o

inicio da sequéncia de

Conf

Pred:

Pred:
Ak

Conf

Pred:

Pred:
Ah:

Conf

Pred:

Pred:
Ah:

Conf

Pred:

Pred:
Ah:

Conf

Pred:

Pred:
HA:

Conf

Pred:

Pred:
hA:

Conf

D3.

thioD3
- 1Mo Mamnd00M=aimaaTnd10a00amaE

I Sl

e —t]
CoC OO CEEECHHHHHEHHHES 22 CCEEEEER Q0O
M3 SITE, IIHL'TI'DD SFDTDV II‘IQHDGPLI L‘JDFE?HI-E'JOG' PCE M]I:

10 o 20 40

- 110001 =100 0a1 3100309190000t

-,

— — —
HHHEHHHHHEH ¢ (EEEEEEEC 0 CCHHHEHH 000 00 CEE
APILDEIADE ¥GGKLTVAKLNIDHI PG TAPKY G IRGIPTL

=11 &0 T a0

- 1100030001 m 1M A1 13 00300000t

JES— P,

1 "
— s

—
EEEECCEEEEEEE ¢ CCHHHHHEHEHHEH 00 Q00 CCHHE
LLFIQ'IGEUMIL'IK‘JGR LSKG‘? LKEFLDFLI'IL?-'ILGEG EEDDDDI'I:

|0 100 110 1z0

O P o o

— oy
& a1

— £ e
HHE G2 o O Ol HEHHE CHHES GO < o0 CEE EEHHHEC CHEHE
LEIDPFTLIE ILI'H}RIE'FRP':}DI‘JTF‘SIG-JHRFSER_EYI

1z0 140 150 1le0

—

S e 1 1 e e

— 5 —_—
=

—

HHHCC oo Q0 QO QCEEEEES GO CHHHEEEHHC G 00 S CCE
DLEFE LFKDGI‘QETPUE'JU PII P h'[[(‘n.l'E'FDLI.'I?LUGPIGJGGI'I:

17To 1an0 190 00

o8 0 = 1 T T

b,

b ] —_—
— s
EEEEEHHHCC CCC OO QCEEEEEEEC QOO QO Q00
¥o CR}L’RFR‘I'EI PPIWCED QI'T'n.Ir LELDL QIGQI‘IZG'E LELEGE P]I:

210 220 220 140

: [Jimmammomamonanit

Pred:

Pred:
hA:

COOCCOCCO QO Q0000
PDPLLGLDQII'RIGHHI-]HH[-I

250

Legend:
I - heix conts JaaBDIF - conridence of prediceion

I:> = strand Pred: predicted secondary structure

¥

= coil AR: target sequence

104



Figura 37: Resultados obtidos com o programa PSIPRED para a predigdo de

estrutura secundaria da proteina recombinante D3.
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Figura 38: Sequenciamento por MS/MS do peptideo do primeiro dominio de DM43

que interagiu com a jararagina por cromatografia em coluna Superdex Peptide.

Sequéncia: “DGELLSTLPVVGLVGK*®
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Figura 39: Sequenciamento por MS/MS do peptideo do segundo dominio de DM43

que interagiu com a jararagina por cromatografia em coluna Superdex Peptide.

Sequéncia: *EPLPAPSLHAEPGPWILPGLETK"®
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Figura 40: Sequenciamento por MS/MS do peptideo do terceiro dominio de DM43

que interagiu com a jararagina por cromatografia em coluna Superdex Peptide.

Sequéncia: *'DGQETPVEVVPISDPMK%’
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Anexo 2: Artigos gerados durante a tese onde a doutoranda teve participagao ativa como

responsavel pela Bioinformatica.

Submetido a revista Journal of Proteome Research:

Two-dimensional difference gel electrophoresis (DiGE)
analysis of plasmas from severe dengue fever patients

Lidiane M. Albuquerque,” Monique R. O. Trugilho,* Alex Chapeaurouge,”” Patricia B.
Jurgilas,™” Patricia T. Bozza," Fernando A. Bozza,® Jonas Perales,” and Ana G.C. Neves-
Ferreira,"™

Lab. Toxinologia and Lab. Imunofarmacologia, Pavilhdo Ozoério de Almeida, Instituto Oswaldo Cruz
and Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas. Fiocruz, Av. Brasil 4365, 21040-900 Rio de
Janeiro, RJ, Brasil; Rede Protedmica do Rio de Janeiro.

*To WHOM CORRESPONDENCE SHOULD BE ADDRESSED. PHONE: +55-21-2598-4393 gxt. 233. Fax: +55-21-2590-
9490. EMAIL: ANAG@IOC.FIOCRUZ.BR.

fLaB. ToxiNoLoGIA, Flocruz.

‘LaB. IMUNOFARMACOLOGIA, F1ocrUZ.

¥Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz.

“Rede Protedmica do Rio de Janeiro.

Running title: Proteomic analysis of plasmas from dengue fever patients

Abstract

Dengue fever is the world’s most important arthropod-born viral disease affecting humans. In order to
contribute to a better understanding of its pathogenesis, this study aims to identify proteins
differentially expressed in plasmas from severe dengue patients relative to healthy donors. Analysis of
albumin/IgG-depleted plasmas by conventional bidimensional electrophoresis and colloidal
Coomassie staining revealed only one statistically significant difference (n=7, p<0.01): the expression
of apolipoprotein A-I was decreased in plasmas from all dengue patients analyzed. On the other hand,
the use of 2-D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis to analyze plasmas depleted of six high-
abundance proteins (albumin, IgG, antitrypsin, IgA, transferrin and haptoglobin) allowed for the
detection of 73 differentially expressed polypeptide chains (n=13, p<0.01), of which only 37 could be
identified by MALDI-TOF/TOF MS, most likely because of the lower sensitivity of this technique.
These 37 spots comprised a total of 13 proteins, as follows: 7 had increased expression in plasmas
from dengue patients (C1 inhibitor, al-antichymotrypsin, vitamin D-binding protein, fibrinogen y-
chain, al-acid glycoprotein, apolipoprotein J and complement component C3b), while 6 others had
decreased expression in the same samples (0-2 macroglobulin, prothrombin, histidine-rich
glycoprotein, apolipoproteins A-IV and A-I and transthyretin). The possible involvement of these
proteins in the inflammatory process triggered by dengue virus infection and in the repair mechanisms
of vascular damage occurring in this pathology is discussed in this study.

Keywords: dengue, plasma, proteome, DIGE.
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Crotalid Snake Venom Subproteomes Unraveled by the Antiophidic
Protein DM43

Surza L. G. Rocha,”*** Ana G. C. Neves-Ferreira,** Monique R. 0. Trugilho,**
Alex Chapeaurouge,™ Ileana R. Le6n,™$ Richard H. Valente," Gilberto B. Domont,*® and
Jonas Perales* ™

Laboratdrio de Toxinologia, Pavilhido Ozdrio de Almeida, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Av. Brasil, 4365,
21040-500 Rio de Janeiro, BRI, Brazil, Laboratdrio de Quimica de Proteinas, Departamento de Bloguimica,
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de laneiro, 21949-900 Rio de laneiro, R, Brazil,
Rede Protedmica do Rio de Janeiro

Received Movember 10, 2008

Snake venoms are mixtures of proteins and peptides with different biological activities, many of which
are very toxic. Several animals, including the opossum Didelphis aurita, are resistant to snake venoms
due to the presence of neutralizing factors in their blood. An antihemorrhagic protein named DM43
was isolated from opossum serum. It inhibits snake venom metalloproteinases through noncovalent
complex formation with these enzymes. In this study, we have used DM43 and proteomic techniques
to explore snake venom subproteomes. Four crotalid venoms were chromatographed through an affinity
column containing immobilized DM43. Bound fractions were analyzed by one- and two-dimensional
gel electrophoresis, followed by identification by MALDI-TOFTOF mass spectrometry. With this
approach, we could easily visualize and compare the metalloproteinase compositions of Bothrops atrox,
Bothrops jararaca, Bothrops insularis, and Crotalus atrox snake venoms. The important contribution
of proteoclytic processing to the complexity of this particular subproteome was demonstrated. Fractions
not bound to DM43 column were similarly analyzed and were composed mainly of serine proteinases,
C-type lectins, C-type lectin-like proteins, L-amino acid oxidases, nerve growth factor, cysteine-rich
secretory protein, a few metalloproteinases (and their fragments), and some unidentified spots. Although
very few toxin families were represented in the crotalid venoms analyzed, the number of protein spots
detected was in the hundreds, indicating an important protein variability in these natural secretions.
DMA432 affinity chromatography and associated proteomic techniques proved to be useful tools to
separate and identify proteins from snake venoms, contributing to a better comprehension of venom
heterogeneity.

Keywords: Snake « venom » toxin » metalloproteinase « inhibitor « proteomics « mass spectrometry

110



available at www.sciencedirect.com

-

www.elsevier.com/{locate/jprot

" PHOTEOICS
“e.* ScienceDirect Sa8a%s™

Bothrops insularis venomics: A proteomic analysis supported

by transcriptomic-generated sequence data

Richard H. Valente™®", Patricia R. Guimardes®*®, Magno Junqueira™*,

Ana Gisele C. Neves-Ferreira™®, Mdrcia R. Soares”™”, Alex Chapeaurouge®*,
Monique R.O. Trugilho®*, Ileana R. Ledn®*, Surza L.G. Rocha®?¢,

Ana Lucia Oliveira-Carvalho®®, Luciana S. Wermelinger™®, Denis L.S. Dutra™®,
Luciana I Ledo®?, Indcio L.M. Junqueira-de-Azevedo®?, Paulo L. Ho?,
Russolina B. Zingali®®, Jonas Perales™*, Gilberto B. Domont”:**

*Oswaldo Cruz Foundation, [0C, Laboratory of Toxinology, Rio de Jareiro, Brazil

“Federal University of Rio de Janeira, Department of Blochemistry, Insotute of Chenustry, Rio de Janeiro, R], Brazil

= Federal University of Rio de Janeiro, Instituto de Bioquimica Médica, Rio de Janeiro, BJ, Brazil

{Rutantn Institute, Sdo Paulo, SP, Brazil

“Rio de Janeiro Proteomics Network, Brazil

*National Laboratory of Synchrotron Light, Carrpinas, SP, Brazil

EUniversity of Sdo Paulo, Bloscience Insttute, SP, Brazil

ARTICLEDATA

ABSTRACT

Feywords:
Bothrops insularis
Froteomics
Transcriptomics
Snake wenom

A joint transcriptomic and proteomic approach employing two-dimensional
electrophoresis, lguid chromatography and mass spectrometry was carried out to
identify peptides and proteins expressed by the venom gland of the snake Bothrops
insularis, an endemic species of Queimada Grande [sland, Brazil Four protein families were
mainly represented in processed spots, namely metalloproteinase, serine proteinase,
phospholipase A, and lectin, Other represented families were growth factors, the
developmental protein G10, a disintegrin and putative novel bradykinin-potentiating
peptides. The enzvimes were present in several isofonms. Most of the experimental data
agreed with predicted values for isoelectric point and My of proteins found in the
transcriptome of the venom gland. The results also support the existence of
posttranslational modificaions and of proteolytic processing of precursor molecules
which could lead to diverse multifunctional proteins. This study provides a preliminary
reference map for proteins and peptides present in Bothrops insularis whole venom
establishing the basis for comparative studies of other venom protecmes which could
help the search for new drugs and the improvermnent of venom therapeatics. Altopether, our
data point to the influence of transcriptional and post-translational events on the final
venom composition and stress the need for a multivarate approach to snake venomics
studies.

@ 2009 Elsevier BV, All rights reserved.
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Chronic dynamic exercise increases apolipoprotein
A-l expression in rabbit renal cortex as determined

by proteomic technology

R de Moraes," R H Valente,' | B Leén," M R O Trugilho," A C L Ndbrega,” J Perales'

E Tibirica"

ABSTRACT

Objective: Wa hava shown pravously thatl aersss
tmimnng enhances endothelum-dapandan and endathelum-
independent vascukar mkwation in rabbat kidney. This study
amed 1o mvestgate prolen expesson changes in the
mbil ranal cortex induced by chrome dyramic exaise.
Design: Kidneys ware ablamad fom New Zelband
mbbits edher confined to pens (n =48] o tramed on a
treadmill (% grade] Tor & days/wedsk ata spoed of 18 my
mun Tor B0-min penads over 12 weeks [n = &), Expression
of proteins in the maal corlex was deteminad by colbidal
Coomasse blee staning after two-dimansional palyacry-
lamde gal electraphosmss. Difematal protan spols weare
excised and digested with Lypsin, and peplides ware
sequanced by electrospray ionzation-on lap mass

spéc Lrametry .

Results Twao pars of matchng diferantaly stamed
spals dsplaved an approximate threefold ncrease n
tranad compared with sadentary animals. These fow
spals masentad a mokecuby mass of Z3 kDa but
diffarent pl vabes. Mass spactrometne analyses
mvaled the pairs of malching spols as being rabbi
apalipaproten A

Conclusion: Choones dynamic exancse ncrsses apalipe
matan A expressan n the rabbil renal cortex. Ths Bact
cowd be mvobeed n the allerabons observed n the maal
crculation afier execee raning

It iz well known that chmnic dynamic exercise af
moderate intensity induces structural and func-
tinnal vascular adaptations that enhance vasodila-
tatian mechanizms.' * Thus, it iz considered to have
beneficial effects in  cardiometabolic  dizeaszes
rlated to endathelial dysfunction.®

Mlthough the effects of chranic dynamic exercize
have been well characterised in coranary,® pulman-
ary® and zkeletal muscle vascular beds,” few studies
have focused on the chronic effects of exercize an
the visceral circulation, such as the kidney, where
blood Aow iz known to be reduced during acute
exercize.”

We recently showed, using the isalated perfused
mbrhit kidney, that chronic dynamic exerdise alters
the mbbit kidney vascular mactivity, potentiating
endathelium-dependent and endathelium-inde pen-
dent renal vasadilatation, thus suggesting nat anly
increased bicavailability of nitdc axide (MO) but
alzo enhanced responziveness of the renal vascular
smooth musce o MO We alzo found that
chronic dynamic exerize kads to a protective
effect on endaothelial dysfunction af the rabbit
kidney dirculation abserved after acute exposure ta

high levels of glicose, which corespond to post-
prandial plasma glucose kevels in patients with
type 2 diabetes"

The purpose aof the present study was to
imvestigate the protein expreszsion changes in the
mbhit renal cortex induced by chronic dynamic
exercize by uze of baro-dimenszianal gel electmphar-
esis (Z12E) and electrospray ionisation (ES[)-ion
trap mass spectmmetry.

MATERIALS AND METHODS

Experiment al animals

Ml procedums were appmoved by the Oswalda
Cruz Foundation's Animal Welfare Committee
[pratocal number P4I2144M) and are consistent
with the USA Mational [nsdtutes of Health Guide
for the care amd wse of laborawory amsmals (NIH
Publication Mao. 85-I35, evised 1998). Mew Zealand
white mbbits of both sexes (fram the Oswaldo
Cruz Foundation breeding farm) weighing 2.0~
2.5 kg, were houszed (ane per cage) under cantmlled
conditions af light (12:12 h light/dark cycle) and a
mean tempemture of 22 (50 1)°C with free access
towater and standard mbhit chow.

Traning protocol

The rabbitz wer mndomly allbcated to two
groups: (1) exercised rabbits (1) azsigned to a
chronic dynamic tmining programme and ()
sedentary rabbits (5) confined to their capes during
the same time period.  Exerise training was
performed on a low-speed motorised  treadmill
(530 Carloz Univerity, %30 Paulo, Bmzil) and
conzisted af 12-week periods af running at a speed
af 18 m/min during &0 min at no incline (%),
After 12 weeks of the waining programme, Tand 5
animals were submitted to a maximum readmill-
munning test. The standard exercize test consisted
af starting the meadmill at 10 m/min [0% grade)
for 1 min, fallbwed by 3 m/min increases each
minute up taexhaustion.

Rabbit kidney protein extraction

Kidneys fram 5 (n= &) and I (n = &) animals were
izolated and bath the renal arteries and veins woere
cannulated and fluzhed immediately with Kb
Hanseleit zalution (50 ml) to remove blood. After
kidney dizsection and capsule removal, the mnal
cartex, which contains about 2% aof the mnal
vasculature, was separated from the medulla and
proteins extmcted as described previously'™ with
the fallowing modification: befor trichaloraacetic

Gr . Spovts Med 200842386388 doc10.1138em 200 7 (138646

112



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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