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A proteína antiofídica DM43 isolada do soro do gambá Didelphis aurita inibe o 

efeito  hemorrágico  e  a  atividade  proteolítica  de  metaloproteases  de  venenos  de 

serpentes (SVMPs). Ao se ligar às SVMPs, o homodímero de DM43 se dissocia e 

cada  monômero  se  liga  a  uma  molécula  de  metaloprotease.  O  monômero  é 

composto  de  três  domínios  tipo-imunoglobulina,  dois  dos  quais  são  glicosilados. 

Para investigar a relação estrutura-função de DM43, os genes codificantes para esta 

proteína  e  para  seus  domínios  foram clonados  nos  vetores  pET101D/TOPO  ou 

pET102D/TOPO; neste último, a proteína recombinante foi expressa em fusão com a 

tiorredoxina.  Expressamos  as  construções  obtidas  em bactérias  competentes  da 

linhagem BL21  Star (DE3) de  E. coli,  na forma de corpúsculos de inclusão. Após 

purificação e reenovelamento por diálise, os espectros de dicroísmo circular (CD) na 

região  do  ultravioleta  distante  indicaram  uma  mistura  de  α-hélices  e  folhas  β 

pregueadas  para  os  domínios  recombinantes  expressos  em  fusão  com  a 

tiorredoxina.  A  identidade  das  proteínas  recombinantes  foi  confirmada,  tanto  por 

immunoblotting com anticorpo policlonal contra DM43, quanto por espectrometria de 

massas  (MS/MS).  Entretanto,  nenhum dos  domínios  recombinantes,  isolados  ou 

combinados,  foi  capaz  de  inibir  a  atividade  proteolítica  da  jararagina,  uma 

metaloprotease de  Bothrops jararaca. Ao contrário, os domínios fusionados com a 

tiorredoxina foram degradados quando incubados com esta SVMP. Estes resultados 

podem  indicar  que  a  glicosilação  é  funcionalmente  importante  e/ou  que  a 

conformação  nativa  multidomínio  é  necessária  para  a  atividade  biológica  deste 

inibidor. Para melhor entender seus requisitos estruturais, estudamos a DM43 nativa 

após degradação proteolítica. Sob condições nativas, a digestão limitada de DM43 

com tripsina ou quimotripsina gerou vários fragmentos, mas nenhum peptídeo ativo 

contra a SVMP foi obtido. Sob condições desnaturantes, a digestão extensiva de 

DM43  pela  endoproteinase  Lys-C  produziu  peptídeos  menores.  Mesmo  sem 

atividade  biológica  contra  a  jararagina,  três  destes  peptídeos  foram capazes  de 

interagir  com esta  SVMP.  Após  sequenciamento  por  MS/MS,  cada  peptídeo  foi 

localizado em um domínio diferente de DM43. Estes resultados parecem sugerir a 

participação conjunta dos três domínios na interação com as SVMPs.

RESUMO
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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.

ABSTRACT
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CAPÍTULO I. 
INTRODUÇÃO



1. OFIDISMO 

O envenenamento por serpentes ainda representa um importante problema 

de  saúde  pública  em  diversos  países  tropicais  em  desenvolvimento,  sendo 

recentemente considerado “uma das doenças mais negligenciadas do século 21” . 

Mundialmente,  a  real  estimativa  pode  exceder  5  milhões  de  acidentes  por  ano, 

incluindo mais de cem mil mortes . No Brasil Colônia, o ofidismo foi considerado uma 

das grandes pragas existentes, sendo responsável por um número significativo de 

óbitos . Hoje, são cerca de 20 mil casos por ano no país, com letalidade de 0,45%. 

Apesar dos altos índices de morbi-mortalidade, os sistemas de saúde não têm dado 

a devida atenção ao problema . Os dados mais recentes do Ministério da Saúde 

mostram um total  de  28.321  casos  de  envenenamento  no  ano  de  2005,  o  que 

certamente está subestimado . 

As  espécies  de  serpentes  venenosas  são  classificadas  na  infra-ordem 

Caenophidia,  que compreende as  famílias  Elapidae,  Viperidae,  Atractaspididae e 

Colubridae . As serpentes do gênero Bothrops, família Viperidae, são consideradas 

as  mais  agressivas  e respondem pela  maior  parte  dos  acidentes  registrados  no 

Brasil . Os venenos de serpentes são provavelmente os mais complexos de todos os 

venenos.  Eles  podem  conter  vinte  ou  mais  diferentes  classes  de  componentes 

peptídicos/protéicos, correspondendo a mais de 90 % do seu peso seco. De modo 

geral,  as classes mais abundantes são: toxinas com estrutura de fosfolipases A2, 

como  neurotoxinas  e  miotoxinas;  metaloproteases  com  ou  sem  atividade 

hemorrágica; serino-proteases que interferem com o sistema hemostático; lectinas e 

peptídeos  .  Dentre  os  10  %  restantes,  encontram-se  carboidratos,  lipídeos, 

nucleosídeos, aminas biogênicas e aminoácidos livres, além de íons e uma grande 

quantidade de agentes quelantes de metal, como o citrato . 

A função básica dos venenos é matar ou imobilizar a presa, além de auxiliar 

na digestão, uma vez que o processo evolutivo que deu origem às glândulas de 

veneno ocorreu a partir do aparato digestivo, principalmente das glândulas salivares 

. As proteínas e peptídeos presentes nos venenos de serpente do gênero Bothrops 

têm ação rápida e são as principais responsáveis pelo aparecimento de grande parte 

das manifestações clínicas, interferindo em mecanismos fisiológicos e moleculares 
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específicos.  Estes  venenos  geralmente  induzem  dor,  edema,  hemorragia  e/ou 

necrose  no  local  da  picada.  Sistemicamente,  podem  causar  sangramentos 

espontâneos, choque persistente, hipotensão e falência renal, causa mais freqüente 

de óbito entre as vítimas destes ofídios .

2. TERAPÊUTICA

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  História  Natural;  do 

outro, Albert Calmette, do Instituto Pasteur. Phisalix e Bertrand tiveram motivações 

diferentes das de Calmette para iniciar seus estudos sobre venenos de serpentes. 

Os dois primeiros queriam compreender a bioquímica dos componentes do veneno. 

Já  Calmette  queria  resolver  problemas  de  saúde  pública.  Enquanto  Calmette 

pensava em curar, Phisalix e Bertrand pensavam em observar para conhecer . 

Ao contrário 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 Soroterápico do Estado de São Paulo,  atual  Instituto 

Butantan, Vital Brazil demonstrou pela primeira vez que os soros produzidos contra 

os  venenos  de  cascavel  e  jararaca  apresentavam  propriedades  distintas, 

comprovando  que  a  especificidade  estava  relacionada  ao  gênero  da  serpente 

utilizada para imunização . A soroterapia é, até hoje, o único tratamento específico 

para envenenamentos ofídicos aceito pela comunidade médica .

Ainda que eficaz para neutralizar os efeitos sistêmicos quando administrada a 

tempo, a soroterapia é pouco eficiente contra os efeitos locais, tais como hemorragia 

e  mionecrose,  que  se  manifestam quase  que  imediatamente  após  os  acidentes 

ofídicos. Em geral, a administração de largas doses de antivenenos tardiamente não 

parece  surtir  efeito  sobre  estas  manifestações  fisiopatológicas,  além  de  causar 

reações anafiláticas em grande número dos casos tratados . Com a preocupação 

final  de  amenizar  as  respostas  adversas  e  aumentar  a  eficácia  dos  soros 

antiofídicos,  várias  abordagens  vêm  sendo  desenvolvidas  por  pesquisadores  do 

mundo todo como: (a) emprego da técnica de ELISA para identificação da serpente 
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responsável  pelo  envenenamento;  (b)  quantificação  do  veneno  inoculado  e  o 

monitoramento  dos  níveis  de  anticorpos  circulantes  ;  (c)  novas  estratégias  de 

imunização,  purificação  e  redução  do  conteúdo  proteico  dos  antivenenos;  e  (d) 

busca por novos inibidores naturais . No futuro, estas informações deverão contribuir 

para administração de menores quantidades de antivenenos específicos, indicando 

também quais técnicas de processamento do soro são mais eficazes, de modo a 

aumentar a meia-vida dos anticorpos circulantes. 

Há diversos fatores que contribuem para a escassez de antisoros no mundo. 

Por exemplo, a grande diversidade imunoquímica dos venenos de serpentes explica 

porque  a  eficácia  dos  antivenenos  é  tão  restrita  e  limitada  biológica  e 

geograficamente. Outro problema é que as políticas e tecnologias usadas para a 

produção  e  distribuição  dos  soros  antiofídicos  são  muito  diferentes  nos  países 

produtores.  Em  alguns  países  da  África  e  da  Ásia,  onde  a  incidência  de 

envenenamento  é grande,  a  produção de antisoros  é inexistente  ou  insuficiente. 

Além disso, o acesso aos antisoros produzidos mundialmente é bastante limitado, 

tornando esta doença ainda mais negligenciada. Portanto, é necessário um esforço 

global urgente para amenizar este problema .

O  Brasil  é  um  dos  poucos  países  auto-suficientes  na  produção  de  soro 

antiofídico.  Atualmente,  o  Ministério  da  Saúde  financia  a  produção  no  Instituto 

Butantan (São Paulo),  Instituto Vital  Brazil  (Rio de Janeiro)  e Fundação Ezequiel 

Dias (Minas Gerais). Ele é distribuído gratuitamente para hospitais em todo o país e, 

eventualmente, utilizado para suprir a carência em outros países da América Latina . 
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3. UM BREVE HISTÓRICO SOBRE A IMUNIDADE NATURAL AO ENVENENAMENTO OFÍDICO

Na antiguidade, era comum o uso de venenos como armas letais, o que faz 

da busca por um antídoto universal uma preocupação de vários séculos. Mithridates 

VI (132 - 63 A.C.),  rei  de Pontus (atual  Turquia),  atormentado pelo medo de ser 

envenenado, teria experimentado vários venenos e antídotos desenvolvidos por ele 

em seus prisioneiros de guerra. Misturando diversos “ingredientes”,  buscava uma 

fórmula que neutralizasse qualquer veneno. Chamou esta panacéia de  Antidotum 

Mithridatium e o considerou um antídoto 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 fórmula, removendo alguns 

ingredientes  e  adicionando  outros,  inclusive  carne  de  víbora.  Já  nesta  época, 

acreditava-se  que  as  serpentes  venenosas  não  sofriam  a  ação  de  seu  próprio 

veneno. A esta nova panacéia foi dado o nome de Galene, também conhecida como 

Teríaco de Andromachus . 

O dito popular “as serpentes não morrem pela ação de seu próprio veneno” 

prevaleceu e, no século XVIII, Felice Fontana descreveu a resistência natural que 

vários 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 resistência de outros 

animais, como peixes, répteis, invertebrados e mamíferos ao envenenamento. Foi 

ela quem instituiu o uso de quantidades específicas de veneno para mensurar a 

resistência aos mesmos. Assim, foi possível estabelecer resistência de um animal 

pela inoculação de uma “dose letal mínima”, ou seja, a menor quantidade de veneno 

necessário para matar um animal, por uma determinada via de inoculação . Desde 

então,  vários  pesquisadores  vêm  estudando  os  mecanismos  envolvidos  na 

neutralização de venenos ofídicos em répteis, incluindo as próprias serpentes, e em 

mamíferos .
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4. CLASSIFICAÇÃO GERAL DOS INIBIDORES NATURAIS

A resistência natural  de algumas espécies animais ao envenenamento por 

serpentes pode se dever a dois mecanismos principais: o primeiro, menos comum, 

explica a resistência a neurotoxinas com ação pós-sináptica. A subunidade alfa do 

receptor de acetilcolina dos animais resistentes apresenta mutações pontuais que 

impedem a ligação da neurotoxina  sem,  contudo,  impedir  a  interação normal  do 

agonista fisiológico acetilcolina com seu receptor. O segundo mecanismo envolve a 

presença de proteínas séricas responsáveis pela neutralização da atividade tóxica 

de importantes componentes dos venenos . O interesse pelas proteínas antiofídicas 

vem aumentando nos últimos anos, uma vez que estas moléculas podem auxiliar na 

compreensão  do  mecanismo  de  ação  de  toxinas  de  venenos,  além  de 

representarem potenciais alternativas terapêuticas na clínica dos acidentes ofídicos 

e/ou  de  patologias  associadas  à  expressão  desregulada  de  metaloproteases  ou 

fosfolipases .

Os inibidores  naturais  de  toxinas de venenos já  isolados  e caracterizados 

foram classificados  em dois  grandes  grupos,  de  acordo  com suas  propriedades 

físico-químicas  e  especificidades  de  inibição  :  inibidores  de  fosfolipases  A2 de 

veneno de serpentes, ou PLIs (PLA2 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 fenômeno 

de resistência natural, quais sejam, os inibidores e as toxinas que eles neutralizam. 
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5. FOSFOLIPASES A2 DE VENENOS DE SERPENTES 

Por definição, as fosfolipases A2 (PLA2) são enzimas cálcio-dependentes que 

catalisam a hidrólise de fosfolipídeos, produzindo lisofosfolipídeos e ácidos graxos 

livres . Ainda que bastantes similares seqüencialmente e estruturalmente, as PLA2 

de venenos de serpentes podem induzir uma variedade de efeitos farmacológicos, 

com ou sem toxicidade. As PLA2 de elapídeos e viperídeos são classificadas nos 

grupos IA e IIA/B, respectivamente . Estas enzimas podem atuar como complexos 

(ex.: bungarotixina e crotoxina), ou serem farmacologicamente ativas sozinhas (ex.: 

miotoxinas PLA2 Asp49 e Lys49) .

As PLA2 podem apresentar atividade miotóxica e/ou neurotóxica, entre outras. 

As PLA2  neurotóxicas são formadas por uma ou mais cadeias e atuam na junção 

neuromuscular  a  nível  pré-sináptico.  Elas  causam  necrose  da  musculatura 

esquelética  e  possuem  valores  de  dose  letal  (LD50)  extremamente  baixos  .  As 

miotoxinas  não-neurotóxicas  geralmente  possuem  caráter  básico  e  massas 

moleculares  em torno de 15 kDa,  sendo características dos venenos viperídeos. 

Elas  podem ser  subdivididas  em dois  grupos:  (A)  miotoxinas  Asp49  possuem um 

resíduo de ácido aspártico presente na posição 49 da região de ligação ao cálcio, 

conferindo atividade catalítica à PLA2. Como exemplos, podemos citar as miotoxinas 

I e III de  Bothops asper  ; (B) miotoxinas Lys49 possuem uma lisina na posição 49, 

impedindo a ligação do cálcio e, portanto, fazendo com que a toxina tenha pouca ou 

nenhuma atividade enzimática. Como exemplos, podemos citar as miotoxinas II e IV 

de B. asper . A presença do ácido aspártico na posição 49 parece ser crucial para a 

ligação com o cálcio e conseqüente atividade catalítica. Apesar disso, as PLA2-Lys49 

mantêm sua capacidade de causar miotoxicidade por mecanismos não enzimáticos 

de dano na membrana. Além da neuro- e da miotoxicidade já citadas, as PLA2 de 

veneno  de  serpentes  também  podem,  por  exemplo,  provocar  cardiotoxicidade, 

induzir efeitos anticoagulantes ou interferir com a agregação plaquetária .
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6. INIBIDORES DE PLA2 DE VENENOS DE SERPENTES

De  um  modo  geral,  os  inibidores  de  PLA2 (PLIs)  são  glicoproteínas 

oligoméricas ácidas, de 75 a 180 kDa, com 3-6 subunidades que variam de 20 a 50 

kDa . Caracterizar estes PLIs de acordo com sua atividade biológica não é uma 

tarefa  fácil,  já  que  a  maior  parte  foi  descrita  simplesmente  como  inibidores  da 

atividade catalítica de PLA2, sem especificar quais efeitos tóxicos destas enzimas 

são,  de  fato,  inibidos  .  Baseados  apenas  em  sua  estrutura  primária,  Ohkura  e 

colaboradores  classificaram os PLIs isolados do plasma/soro de répteis em três 

tipos:

(A) PLIα:  apresentam uma região homóloga aos domínios de reconhecimento de 

carboidratos  (CRD)  de  lectinas  cálcio-depententes.  Curiosamente,  receptores  de 

fosfolipase presentes no homem e em coelhos também possuem seqüências de 

reconhecimento  de  carboidratos,  sugerindo  uma  evolução  comum  entre  estes 

receptores e os PLIα . Como exemplo de PLIα, podemos citar o BaMIP (Bothrops 

asper  myotoxin  inhibitor  protein).  Trata-se  de  um  oligômero  ácido  de  120  kDa, 

composto por 5 subunidades de 23-25 kDa ligadas não-covalentemente, capaz de 

inibir a atividade catalítica (fosfolipásica) e miotóxica das miotoxinas I e III isoladas 

do veneno de Bothrops asper. Inibidores homólogos ao BaMIP foram isolados dos 

plasmas  das  serpentes  Bothrops  godmani ,  Bothrops  moojeni   e  Antropoides 

nummifer .

(B)  PLIβ:  São glicoproteínas  ácidas  que possuem estrutura  rica  em leucina.  Um 

exemplo é o inibidor  isolado do plasma de  Agkistrodon blomhoffi  sinitticus  ,  que 

apresenta 9 sítios de repetição de leucinas (seqüência LRRs). Esta seqüência LRR 

foi  descrita pela primeira vez na  α2-glicoproteína rica em leucina (LRG), proteína 

humana de função desconhecida .

(C) PLIγ: apresentam um padrão de resíduos de cisteína típico do three-finger motif 

presente no receptor do ativador de plasminogênio tipo-uroquinase e nos antígenos 

de  superfície  celular  pertencentes  à  superfamília  Ly-6.  Estes  inibidores  são 

denominados  tipo-neurotoxina,  já  que  a  superfamília  Ly-6  parece  estar 

evolucionalmente relacionada com citotoxinas/neurotoxinas de veneno de serpentes 
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. Um PLIγ com atividade antineurotóxica bastante estudado é 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)  é  uma  glicoproteína  ácida  de  130  kDa,  resultado  da 

associação não-covalente de subunidades de 23-25 kDa. O mecanismo de inibição 

envolve  a  formação  de  um  complexo  estável  e  inativo  entre  o  inibidor  e  a 

subunidade básica e cataliticamente ativa da crotoxina (CB). Esta interação promove 

a dissociação da crotoxina e a liberação da subunidade ácida (CA), responsável pelo 

direcionamento da toxina até seu alvo na junção neuromuscular. 

Existe ainda uma quarta classe de PLIs, atualmente representada por uma 

única proteína ácida 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 I (Asp49) e II 

(Lys49)  de  Bothrops  asper.  Curiosamente, DM64  não  interfere  com  a  atividade 

catalítica da miotoxina I . Este resultado indica que a miotoxicidade induzida pela 

miotoxina  I  independe  de  sua  atividade  catalítica  ou  fosfolipásica.  Após 

sequenciamento de seu cDNA, DM64 foi classificada como membro da superfamília 

gênica das imunoglobulinas. Este inibidor possui cinco domínios tipo-imunoglobulina 

e é homólogo à  α1B-glicoproteína humana (AAL07469) e à DM43, um inibidor de 

metaloprotease de venenos de serpentes .
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7. METALOPROTEASES DE VENENOS DE SERPENTES 

As metaloproteases de veneno de serpentes, comumente conhecidas como 

hemorraginas  ou  SVMPs (snake  venom metalloproteinases),  são  enzimas  zinco-

dependentes,  de  massas  moleculares  variadas  (22-100  kDa),  principais 

responsáveis pelos efeitos hemorrágicos característicos dos envenenamentos por 

serpentes da família Viperidae . Estas enzimas são inibidas por agentes quelantes, 

como  EDTA  e  ortofenantrolina,  que  seqüestram  o  zinco,  inibindo  sua  atividade 

proteolítica e hemorrágica . Elas pertencem ao grupo das reprolisinas, juntamente 

com as ADAMs (a desintegrin  and metalloproteinase),  e são caracterizadas pela 

presença de um sítio catalítico que conserva o motivo HEXXHXXGXXH, responsável 

pela ligação do íon Zn2+  . Com base no sequenciamento do cDNA destas enzimas, 

sabe-se que elas são sintetizadas sob a forma de um precursor inativo ou zimogênio 

e, posteriormente, processadas até a forma ativa, após hidrólise do pró-domínio e do 

peptídeo sinal 

A seguinte classificação das SVMPs foi originalmete proposta por Bjarnason e 

Fox em 1994  e atulaizada por Fox e Serrano em 2005 : PI (20-30 kDa) são muito 

abundantes nos venenos e apresentam o domínio catalítico; PII  (35-50 kDa) são 

compostas pelo domínio catalítico e um domínio desintegrina. Frequentemente, esta 

enzima é processada, gerando uma PI e o peptídeo desintegrina. PIII (50-80 kDa) 

apresentam,  além do domínio  catalítico,  os  domínios  tipo-desintegrina  e  rico  em 

cisteínas.  Algumas  PIII  podem  formar  pontes  dissulfeto  com duas  cadeias  tipo-

lectina.  Este  grupo,  anteriormente  classificado  como  PIV,  atualmente  constitui  a 

subclasse PIIId. Outras subclasses de SVMPs, (PII a-e e PIII a-d) foram propostas 

baseando-se  em  dois  critérios  principais:  susceptibilidade  ao  processamento 

proteolítico e capacidade de dimerização. 
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8. INIBIDORES DE METALOPROTEASES 

Nos  últimos  anos,  vários  inibidores  de  metaloproteases  de  veneno  de 

serpentes  (SVMPIs)  foram  isolados  e  caracterizados  por  diferentes  técnicas. 

Entretanto,  pouco  se  sabe  sobre  os  mecanismos  moleculares  mais  íntimos 

envolvidos no fenômeno da resistência aos efeitos tóxicos dos venenos de serpente. 

Em geral, as SVMPIs são glicoproteínas ácidas que exercem sua função biológica 

através da formação de complexos inativos não-covalentes com as SVMPs. Estes 

inibidores são estáveis e mantêm sua atividade mesmo depois de serem submetidos 

a altas temperaturas e grande variação de pH .  Segundo sua estrutura primária, 

podem  ser  classificados  na  superfamília  das  cistatinas,  superfamília  gênica  das 

imunoglobulinas ou na família das ficolinas/opsoninas P35 . Esta última é constituída 

por uma único inibidor (erinacina) isolado a partir do extrato de músculo esquelético 

do  mamífero  Erinaceus  europaeus.  Erinacina  é  uma  proteína  anti-hemorrágica 

complexa,  de  1.070  kDa,  constituída  das  subunidades  α e  β de  37  e  35  kDa, 

respectivamente . As outras duas famílias de inibidores de metaloproteases estão 

descritas com mais detalhes nos próximos parágrafos:

(A) Inibidores pertencentes à superfamília 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 

exclusão molecular, indicando uma estrutura dimérica em condições nativas . Sua 

estrutura primária é composta por dois domínios cistatina contíguos na região N-

terminal, além de um domínio rico em histidinas C-terminal . Esta proteína inibe a 

atividade hemorrágica das SVMPs HR1 (classe P-III) e HR2 (classe P-I) isoladas do 

veneno autólogo . Experimentos de análise da estequiometria indicam a interação de 

uma molécula de HSF com uma molécula de metaloprotease da classe P-III. Após 

modificações químicas em aminoácidos específicos, foi  sugerido que resíduos de 

lisina e triptofano de HSF desempenham papel crucial no seu mecanismo de inibição 

. Outro exemplo bem caracterizado de inibidor da superfamília das cistatinas é a 

BJ46a, uma proteína de 46 kDa isolada do soro de Bothrops jararaca . BJ46a inibe 

SVMPs das classes P-I e P-III e compartilha 85 % de identidade sequencial com 

HSF.  Diferentemente  deste  último,  cada  molécula  de  BJ46a  interage  com duas 

moléculas de metaloprotease, especificamente no domínio catalítico da enzima. 
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(B) Inibidores da superfamília gênica das imunoglobulinas. São inibidores isolados 

do soro de mamíferos resistentes ao envenenamento ofídico. A primeira molécula 

caracterizada desta família foi a oprina, um inibidor de metaloprotease de 52 kDa 

isolado do soro do gambá norte-americano  Didelphis virginiana. Trata-se de uma 

glicoproteína  ácida,  de  cadeia  única,  com  26  %  de  glicosilação,  que  inibe 

especificamente  SVMPs,  não  interferindo  com  a  atividade  catalítica  de  serino-

proteases  de  veneno  ou  de  metaloproteases  bacterianas  .  Outros  três  fatores 

estruturalmente homólogos à oprina foram isolados do soro do mangusto Herpestes 

edwardsii. AHF 1, 2 e 3 são glicoproteínas monoméricas, de aproximadamente 65 

kDa, contendo 4,2 %, 13,6% e 6 % de carboidrato, respectivamente. AHF 2 e 3 

tiveram apenas suas seqüências N-terminais determinadas, enquanto AHF 1 teve 79 

% de sua sequência primária determinada por degradação de Edman .

De  todos  os  inibidores  de  SVMPs  da  superfamília  gênica  das 

imunoglobulinas,  DM43 é o mais bem caracterizado. Esta proteína foi  isolada do 

soro do gambá  Didelphis marsupialis  (reclassificado recentemente como  Didelphis 

aurita)  ,  inicialmente  como  uma  fração  protéica  denominada  FAB  (fração 

antibotrópica). Posteriormente, verificou-se que FAB era composta por pelo menos 

três  proteínas,  duas  das  quais  (DM40  e  DM43)  inibiam  as  atividades  letal, 

hemorrágica, edematogênica e hiperalgésica dos venenos botrópicos . DM43 é uma 

proteína multidomínio que apresenta homologia com a  α1B-glicoproteína, proteína 

plasmática  humana  pertencente  à  superfamília  gênica  das  imunoglobulinas.  Até 

pouco tempo, a função da α1B-glicoproteína não era conhecida. Mais recentemente, 

Udby  e  colaboradores   mostraram que  esta  proteína  forma complexo  equimolar 

inativo  com a CRISP-3 humana (cysteine-rich  secretory  protein  3),  protegendo o 

organismo contra um possível efeito prejudicial provocado pela livre circulação desta 

proteína. Interessantemente, outras proteínas da família CRISP são encontradas em 

venenos de serpentes, onde são caracterizadas como tipo-neurotoxina; e as SVMPs 

tipo PIII também possuem um domínio rico em cisteínas.

 DM43 inibe completamente as atividade proteolíticas da jararagina (SVMP-

PIII)  e  da  botrolisina  (SVMP-PI),  metaloproteases  do  veneno  de  B.  jararaca, 

formando complexos  estáveis,  não-covalentes  com estas  toxinas .  DM43 parece 

interagir  com  o  domínio  metaloprotease  das  SVMPs,  uma  vez  que  não  forma 

complexo  com jararagina-C, molécula  derivada  do  processamento  da  jararagina, 

possuindo apenas seus domínios tipo desintegrina e rico em cisteína . Experimentos 
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de cromatografia por exclusão molecular indicam que DM43 é um homodímero em 

seu estado nativo. Quando da interação com a SVMP, o dímero se dissocia, e um 

monômero  do inibidor  se  liga  a  uma molécula  de  metaloprotease,  formando um 

complexo solúvel inativo . 

Já  foi  mostrado  também  que  DM43  inibe  a  atividade  proteolítica  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 não elucidada. Estes resultados originaram a 

patente  intitulada  “Uso  de  DM43  e  seus  fragmentos  como  inibidor  de 

metaloproteases de matriz” (código BRPI0400284-9, depósito nacional em 05/11/03, 

concessão  em  18/03/2004;  código  WO/2005/087252,  depósito  internacional  em 

18/03/05, concessão 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 fenômeno da resistência de serpentes e mamíferos aos 

efeitos tóxicos dos venenos não estão completamente elucidados. O Laboratório de 

Toxinologia do Instituto Oswaldo Cruz vem estudando este assunto há quase duas 

décadas.  Nos  últimos  anos,  o  grupo  contribuiu  significativamente  para  o 

entendimento  do  fenômeno  em  termos  moleculares,  publicando  várias  revisões 

internacionais sobre o assunto .  Esforços foram concentrados particularmente no 

estudo  do  SVMPI  DM43.  Este  inibidor  pode  ser  utilizado  para  melhor 

compreendermos o mecanismo de ação de toxinas de venenos e deve ser encarado 

como  potencial  alternativa  terapêutica  na  clínica  dos  acidentes  ofídicos  e/ou  de 

patologias associadas à expressão desregulada de metaloproteases. Recentemente, 

um dos mais conceituados grupos de pesquisa em terapias antiveneno do mundo 

publicou um artigo sugerindo a administração 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  antiofídicos 

comerciais em neutralizar o efeito hemorrágico local dos venenos botrópicos . Neste 

contexto, é fundamental a caracterização estrutural detalhada desta molécula, para 
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entendermos  sua  relação  estrutura-função.  Desta  forma,  poderíamos,  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  caracterização  dos  requisitos  estruturais  mínimos  necessários  à  atividade 

biológica da antitoxina DM43. Para alcançarmos o objetivo pretendido, utilizamos 

técnicas de biologia molecular e abordagens bioquímicas clássicas.

10. OBJETIVOS

Clonar e expressar em bactérias o inibidor DM43 e cada um de seus domínios 

isoladamente,  mapeando  as  regiões  da  proteína  responsáveis  por  sua  atividade 

biológica. De modo complementar, submeter a proteína nativa a digestões limitadas 

ou  extensivas,  procurando  caracterizar  fragmentos  capazes  de  interagir  com 

metaloproteases de veneno e/ou inibir sua atividade enzimática.
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CAPÍTULO II. 
MATERIAL E MÉTODOS
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FLUXOGRAMA DA ABORDAGEM DE BIOLOGIA MOLECULAR:

PCR

Análise por eletroforese em gel de agarsose a 1%

Excisão das bandas 

Extração do DNA

pGEM-T Easy com cDNA DM43 Oligos para DM43 e seus domínios +

Ligação aos vetores de expressão

Transformação de bactérias TOP10 para propagação do vetor

Purificação do DNA plasmidial por Mini-Prep

Sequenciamento de DNA

Tansformação de bactérias competentes BL21 Star (DE3) 

Indução da expressão protéica por IPTG

Lise das bactérias

Separação da fração solúvel Solubilização da fração insolúvel

Análise por SDS-PAGE Immunoblotting

Identificação das proteínas recombinantes por MS/MS

Purificação das proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade

Renaturação dos recombinantes por diálise Dosagem de proteínas

Análise por SDS-PAGE

Dicroísmo Circular

Análise da Oligomerização
(Exclusão molecular, PAGE nativo, SDS-PAGE em condições redutoras ou não)

Clivagem da tiorredoxina com EK

Ensaios de atividade: 
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sobre caseína ou fibrinogênio 
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1. VETORES E CEPAS BACTERIANAS

Nesta tese, utilizamos o vetor pGEM-T  Easy (Promega) portador do cDNA 

que codifica a proteína antiofídica DM43  como molde para amplificação das regiões 

codificantes de interesse.

Os vetores escolhidos para expressão heteróloga em Escherichia coli foram o 

pET101  e  o  pET102  D-TOPO  (Invitrogen),  representados  esquematicamente  na 

Figura 1. Dentre suas características mais importantes, podemos observar que são 

constituídos por: 

a) um promotor  de transcrição T7lac,  que permite a expressão,  induzível  por 

IPTG  (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosídeo),  de  altos  níveis  de  proteína 

recombinante em bactérias que expressam T7 RNA polimerase;

b) um operador lactose (lacO), sítio de ligação do repressor lac (codificado pelo 

gene lacI), responsável pela reduzida expressão basal da proteína recombinante;

c) um sítio de ligação ao ribossomo (RBS), que garante a tradução eficiente do 

RNAm; 

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

e) uma região que codifica um epítopo de 14 aminoácidos (V5 epitope) e uma 

sequência  que  codifica  6  resíduos  de  histidina,  ambas  na  região  C-terminal  da 

proteína heteróloga, permitindo, respectivamente, seu reconhecimento por anticorpo 

e sua purificação por cromatografia de afinidade ao níquel; 

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

g) um gene de resistência à ampicilina (codifica β-lactamase),  para permitir  a 

seleção das bactérias transformadas;

h) apenas  no  pET102,  uma  região  codificadora  para  tiorredoxina  (HP 

thioredoxin; 11,7 kDa). Quando em fusão com a proteína heteróloga, esta proteína 

pode  aumentar  a  eficiência  de  tradução  e,  em alguns  casos,  a  solubilidade  de 

proteínas eucarióticas expressas em E. coli; 

i) também  apenas  no  pET102,  um  sítio  de  clivagem  específico  para 

enteroquinase (EK), localizado entre as sequências das duas proteínas fusionadas, 

permitindo a obtenção do recombinante livre de tiorredoxina. 

17



Figura 1: Desenho esquemático dos vetores pET101 e pET102 D-TOPO.

Para clonagem e propagação dos clones de interesse, utilizamos a linhagem 

One  Shot TOP10  de E.  coli,  genótipo  [F- mcrA  Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)  endA1 

nupG]  (Invitrogen).  Para  expressão da  proteína  recombinante,  que  só  ocorre  na 

presença de T7 RNA polimerase induzível por IPTG, foi utilizada a linhagem BL21 

StarTM (DE3) de  E. coli,  genótipo [F- ompT  hsdSB (rB
-mB

-)  gal  dcm rne131 (DE3)] 

(Invitrogen).

As bactérias competentes foram preparadas em nosso laboratório da seguinte 

maneira:  alíquotas  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 sólido (LB Ágar, composição: 1 % triptona, 0,5 % extrato de levedura, 1 % 

cloreto de sódio, 15 g/L ágar) e incubadas, a 37ºC, por aproximadamente 16 h. Uma 

única colônia foi  isolada e cultivada, pelo mesmo período, em 5 mL de meio LB 

líquido sem antibiótico (composição: 1 % triptona, 0,5 % extrato de levedura, 1 % 

cloreto de sódio). No dia seguinte, 500 µL do meio cultivado foram transferidos para 
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um balão  Erlenmeyer estéril contendo 100 mL de meio LB líquido sem antibiótico 

(diluição 1:200) e incubados a 37ºC. O aumento da biomassa foi monitorado pela 

turbidez (densidade ótica ou OD) do meio a 600 nm. Após atingir OD600 entre 0,2 e 

0,4,  o  meio  foi  submetido  à  centrifugação,  a  4.000  x  g,  por  5  min,  a  4  ºC.  O 

sobrenadante foi descartado e, ao sedimento de bactérias, foram adicionados 40 mL 

de solução de CaCl2 100 mM, esterilizados através de filtração em membrana com 

tamanho de  poro  de  0,22  µm.  Após  incubação  em gelo  por  20  min,  uma nova 

centrifugação  foi  feita  nas  mesmas  condições  anteriores  e  as  células  foram 

ressuspensas em 8 mL de solução de CaCl2 100 mM, contendo 10 % de glicerol. 

Este tratamento tornou as células competentes, isto é, com as paredes fragilizadas, 

facilitando a transformação com DNA plasmidial, após choque térmico. A suspensão 

bacteriana foi  dividida em pequenas alíquotas (100 µL),  estocadas a -  80 ºC.  A 

eficiência  de  transformação destas  células  foi  medida  com o  plasmídeo  controle 

(pUC19 - 10 pg/µL) fornecido pelo kit de clonagem, e expressa em CFU/µg, segundo 

o protocolo do fabricante (Invitrogen).

(Pesquisa com OGM autorizada pela Comissão Técnica Nacional de Biossegurança 

CTNBio; CQB 105/99).

2. DESENHO DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS E REAÇÃO PARA AMPLIFICAÇÃO DOS GENES 

Os  oligonucleotídeos  foram  desenhados  com  o  objetivo  de  amplificar  as 

regiões codificadoras referentes a DM43 completa e a cada um de seus domínios 

isolados.  Os  oligonucleotídeos  para  as  fitas  senso  possuíam  um  adaptador  (5` 

CACC 3`), indicado em vermelho na tabela 1, essencial para permitir a clonagem 

direcional dos  amplicons nos vetores pET. O códon de iniciação ATG, necessário 

para expressão proteica no vetor  pET101,  está sublinhado.  No vetor  pET102,  já 

existe um códon de iniciação imediatamente anterior à sequência da tiorredoxina. As 

sequências de todos os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho estão descritas 

na tabela abaixo.

19



Tabela 1: Lista de oligonucleotídeos desenhados para clonagem das regiões de interesse de DM43.

Nome Sequência (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 C ACC CTC CCT GCC CCC TCT TTG Senso

DM43D2R GAA GTC TGG TAT CAC AAT GTG Anti-senso

DM43D3F C ACC CTG CCA AAG GCC AAC TTC 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 C ACC ATG CTC CCT GCC CCC TCT TTG Senso

DM43101D3F C ACC ATG CTG CCA AAG GCC AAC TTC TAT Senso

As  reações  de  PCR  foram  preparadas  para  um  volume  final  de  50  µL. 

Utilizamos como molde 1 µL do vetor pGEM-T easy (~2 ng/µL), contendo o cDNA 

que codifica para DM43. Utilizamos também: 0,4 µL (2 unidades) de DNA polimerase 

de alta  fidelidade (Taq HiFi, Invitrogen);  5  µL de solução tampão da polimerase 

fornecida pelo fabricante 10 x concentrada; 2 µL de dNTPs (desoxirribonucleotídeos 

trifosfatados: dATP, dCTP, dGTP, dTTP / 2,5 mM); 1 µL de MgSO4  1,5 mM; e 2 µL 

de cada oligonucleotídeo (senso e anti-senso /  25 mM). O programa utilizado no 

termociclador da marca Techne foi: 

• 94 ºC, por 5 min;

• 35 ciclos de: 

• 94 ºC, por 45 seg

• 55-65 ºC (dependendo do oligonucleotídeo), por 45 seg;

• 68 ºC, por 1 min e 30 seg; 

• mais uma extensão de 68 ºC, por 5 a 7 min. 

Os  produtos  finais  de  PCR  foram  analisados  por  eletroforese  em  gel  de 

agarose a 1 %, contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio . Como tampões do gel e 

de corrida, foi utilizado o TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM). Após migração no 

gel, a(s) banda(s) de interesse foram recortadas no transiluminador, usando baixa 

intensidade de UV. O DNA foi extraído e eluído 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 eficiência 

da extração.
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3. LIGAÇÃO DOS INSERTOS AOS VETORES DE EXPRESSÃO

Os insertos purificados foram incubados, por 30 min, à temperatura ambiente, 

com  os  vetores  de  expressão  pET101  ou  pET102  D-TOPO,  segundo  as 

especificações do kit de clonagem do fabricante (Invitrogen), da seguinte forma:

• 0,1 a 4 µL do produto de PCR

• 1 µL de solução salina

• Água q.s.p. 5 µL

• 1 µL do vetor TOPO

• Volume final = 6 µL

4. TRANSFORMAÇÃO DE E. COLI, LINHAGEM TOP10

O produto  de  ligação (6  µL)  foi  adicionado a 100 µL de bactérias  cálcio-

competentes TOP10, que estavam congeladas a - 80  oC em glicerol e que foram 

previamente descongeladas, em gelo, por 15 min. A solução foi incubada, por 30 

min,  no  gelo  e,  a  seguir,  submetida  a  choque  térmico,  a  42  oC,  por  2  min,  e 

imediatamente resfriada no gelo, por 5 min. 

As bactérias transformadas foram misturadas a 700 µL de meio LB líquido e 

incubadas, a 37 oC, sob agitação, por 1 h. Toda amostra foi plaqueada em meio LB-

Ágar suplementado com ampicilina (100  µg/mL) e incubada, por aproximadamente 

18  h,  a  37oC.  Destes  plaqueamentos,  foram  coletadas  todas  as  colônias.  Para 

amplificação dos clones, cada colônia foi inoculada em 2,5 mL de meio LB líquido 

com ampicilina 100 µg/mL, sendo incubada, a 37 oC, sob agitação, por 18 h. O DNA 

plasmidial de todas as amostras foi extraído usando o sistema de mini-preparação 

comercial Wizard Plus SV Minipreps (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. 

A eluição do DNA purificado pelas minicolunas Wizard® SV foi feita com 50 µL de 

H20, a 65oC. 
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5. SEQUENCIAMENTO DE DNA

Alíquotas de aproximadamente 200 ng de DNA plasmidial foram submetidas a 

sequenciamento pelo método de terminação de cadeia por didesoxirribonucleotídeos 

, adaptado para o sequenciador capilar ABI 3730 (Applied Biosystems), alocado na 

Plataforma  Genômica  de  Sequenciamento  de  DNA  do  PDTIS  (Programa  de 

Desenvolvimento Tecnológico em Insumos para Saúde, Fundação Oswaldo Cruz). 

Este método consiste na polimerização de cadeias nucleotídicas, complementares 

ao  DNA  sendo  sequenciado,  que  são  interrompidas  ao  acaso  sempre  que  um 

ddNTP  (didesoxirribonucleotídeo  trifosfatado) marcado  com  corante  fluorescente 

específico é incorporado. Ao contrário dos dNTPs usuais, os ddNTPs não possuem 

OH na  posição  3’  da  desoxirribose  e,  portanto,  não  podem formar  uma ligação 

fosfodiéster  com  o  próximo  dNTP  a  ser  incorporado.  Ao  final  deste  processo, 

fragmentos de diversos tamanhos são gerados,  diferindo entre  si  por  uma única 

base.  Após  separação  por  eletroforese,  os  ddNTPs  de  cada  fragmento  são 

detectados através de feixes de laser,  permitindo diagnosticar  qual  a posição de 

cada base na fita de DNA. Para reação de sequenciamento, foi usado o kit Big Dye 

3.1 Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems), seguindo as instruções do 

fabricante.

Em alguns casos, amplificamos por PCR, com uma DNA polimerase comum 

(Taq  polimerase,  Invitrogen),  as  regiões  de  interesse  dos  plasmídeos  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. Após extração 

e  eluição  do  DNA,  como descrito  anteriormente,  aproximadamente  20  ng  foram 

submetidos ao sequenciamento. Os oligonucleotídeos utilizados no sequenciamento 

em ambos os casos foram: T7F (5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG 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. ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

Os  arquivos  referentes  aos  eletroferogramas  das  sequências  foram 

exportados a partir  do programa  Chromas. As sequências de DNA obtidas foram 

comparadas com os bancos de dados de nucleotídeos e proteínas do GenBank, 

através  do  programa  BLAST,  usando  os  algoritmos  BLASTx  e  BLASTn  .  Os 

resultados  do  sequenciamento  também  foram  comparados  diretamente  com  a 

sequência do cDNA de DM43 obtida durante o Mestrado , utilizando o programa 

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

7. TRANSFORMAÇÃO DE E. COLI BL21 STAR (DE3) E EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

Os clones positivos por sequenciamento, ou seja, vetores de expressão (pET 

101  ou  102)  que  incorporaram os  DNAs  que  codificam  para  cada  um dos  três 

domínios  de  DM43  isoladamente  e  para  DM43  completa,  foram  usados  para 

transformação  de  bactérias  competentes  BL21  Star (DE3)  de  forma  análoga  à 

transformação em TOP10. Após choque térmico, as bactérias transformadas foram 

misturadas a 500 µL de meio LB líquido e incubadas, a 37 oC, sob agitação, por 1 h. 

Cada amostra foi então diluída em meio LB/ampicilina 100 µg/mL (q.s.p. 10 mL) e 

incubada, na mesma temperatura, sob agitação, por aproximadamente 12 h. 

Em seguida, os 10 mL do meio crescido de cultura foram diluídos 20 vezes. 

As novas culturas foram incubadas, a 37o  C, sob agitação, com monitoramento de 

turbidez de hora em hora. No momento em que a OD600  atingiu aproximadamente 

0,6, alíquotas de 20 mL foram retiradas de cada cultura (controle não induzido). Ao 

restante do volume,  foi  adicionado IPTG,  para uma concentração final  de 1 mM 

(amostra induzida). As incubações prosseguiram, para ambas as amostras induzidas 

e não-induzidas, por mais 12 h, a 37 oC, sob agitação.

As bactérias foram coletadas por centrifugação (10.000  x g,  por 10 min, a 

4ºC) e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos bacterianos da amostra não-

induzida foram ressuspensos em 1 mL de tampão de lise (Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,5 

M e  Triton X-100 0,1 %) e os da fração induzida, em 10 mL do mesmo tampão. 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 ºC (2 min), e centrifugadas a 10.000 

x  g,  por  15  min,  a  4  ºC.  Os  sobrenadantes  (fração  solúvel)  foram coletados  e 

mantidos a 4 ºC. Os sedimentos (corpúsculos de inclusão – fração insolúvel) foram 

lavados duas vezes com tampão Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,5 M, Triton X-100 0,1 %, β-

mercaptoetanol 5 mM, Uréia 1 M, e solubilizados em 1 mL (no caso da fração não-

induzida) ou 10 mL (fração induzida) de tampão Tris-HCl 200 mM, NaCl 0,5 M,  β-

mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0, por aproximadamente 12 h, sob agitação, 

à temperatura ambiente. 

8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 

Amostras das frações solúveis e insolúveis foram analisadas por eletroforese 

em gel  de  poliacrilamida  na  presença  de  SDS (SDS-PAGE),  usando  o  sistema 

descontínuo  de  Tris-glicina  descrito  por  Laemmli  .  O  gel  de  empilhamento  era 

composto de poliacrilamida a 4 %T e o gel de separação, 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 análise dos peptídeos de baixa massa molecular gerados 

após  clivagem  dos  recombinantes  por  enteroquinase  (vide  item  14),  utilizamos 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS, no sistema descontínuo 

de Tris-tricina descrito por Schägger & von Jagow . Neste caso, utilizaram-se um gel 

de  separação  preparado  a  16,5  %T,  um gel  espaçador  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 espaçador, e a 20 mA até o 

final da corrida. Em ambos os sistemas, foi  utilizado o equipamento Mini-Protean II 

(Bio-Rad). 

Após  a  eletroforese,  as  proteínas  foram  fixadas  nos  géis  através  de 

incubação, por 30 min, em etanol 40 % (v/v) e ácido acético 10 % (v/v). Em seguida, 

os géis foram incubados, por 1 h, em azul de Coomassie R-250 0,2 %, dissolvido em 

solução  fixadora  fresca.  A  retirada  do  excesso  de  corante  do  gel  foi  feita  por 

lavagem, também com solução fixadora fresca, por 1-2 horas, seguida de incubação 

em água, por cerca de 24 horas, para completa descoloração do background. 
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9. OBTENÇÃO DO SORO POLICLONAL CONTRA DM43 NATIVA

A  DM43  utilizada  como  antígeno  para  produção  do  soro  policlonal  foi 

purificada  do  soro  do  gambá  Didelphis  aurita,  como  anteriormente  descrito  . 

Alíquotas de 25 µg da proteína isolada foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida na presença de SDS e  β-mercaptoetanol  .  Após a corrida,  os géis 

foram incubados com azul de Coomassie R-250 0,05%, por 10-20 min, e o excesso 

de  corante  lavado  com água.  As  bandas  coradas  de  DM43  (4  x  25  µg)  foram 

cortadas e maceradas em tubos tipo Eppendorf, na presença de 100 µL de solução 

salina fisiológica. Ao macerado, foram adicionados mais solução salina (q.s.p 500 

µL) e 500 µL de adjuvante incompleto de Freund, misturando-se vigorosamente no 

vórtex. A emulsão obtida foi imediatamente injetada, por via sub-cutânea (4 x 200 

µL),  em  coelhos  New  Zealand.  Foram  feitos  ainda  dois  reforços  com  igual 

quantidade de antígeno,  em intervalos de ~30 dias.  Passados 10 dias da última 

imunização, os coelhos foram anestesiados com pentobarbital 3 % em água (dose 

de 75 mg/kg, i.v) e sangrados através de punção cardíaca. Após coagulação, por 1 

hora, a 37 ºC, o sangue foi centrifugado a 1.000 x g, por 15 min, para obtenção do 

soro contendo os anticorpos policlonais. 

(Procedimento  autorizado  pela  Comissão  de  Ética  no  Uso  de  Animais;  CEUA-

FIOCRUZ em 24/10/2005 - Licença P0176/03).  

10.  RECONHECIMENTO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES POR ANTICORPOS ANTI-DM43 OU ANTI-CAUDA 
DE HISTIDINA

As proteínas recombinantes (frações induzidas insolúveis)  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 tampão de transferência (Tris-HCl 25 mM, glicina 

192  mM,  pH 8,5,  contendo  20% metanol).  Após  a  transferência,  as  membranas 

foram incubadas, por aproximadamente 12 horas, em TBS (Tris-HCl 25 mM,  NaCl 

140 mM, KCl 2 mM, Tween 20 0,05 %) contendo 5 % de leite em pó desnatado, para 

bloquear seus sítios inespecíficos de ligação. Após 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)  (diluição  1:3.000);  ou  b)  soro  policlonal  anti-

DM43 produzido em coelhos (diluição 1:100) (vide item 9). Após novas lavagens, as 

membranas foram incubadas, por 2 h, com anticorpos secundários policlonais anti-

IgG de camundongo ou anti-IgG de coelho,  respectivamente,  ambos conjugados 

com peroxidase (diluição 1:5.000). As membranas foram lavadas novamente, como 

descrito acima, e as bandas reveladas com DAB (diaminobenzidina) Sigma Fast™ 

(Sigma). A reação foi interrompida por lavagem da membrana em água.

11. IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Os  recombinantes  também  foram  analisados  por  SDS-PAGE,  seguido  de 

digestão tríptica in gel e identificação por MS/MS. O protocolo de tripsinização in gel 

seguiu a metodologia descrita por Shevchenko e colaboradores , com modificações. 

Em  resumo,  as  bandas  de  interesse,  coradas  por  azul  de  Coomassie,  foram 

excisadas, descoradas totalmente em solução aquosa de bicarbonato de amônio 25 

mM pH 8,0, em acetonitrila 50 % e desidratadas com 200 µL de acetonitrila. Após 

breve secagem por centrifugação a vácuo (Speed Vac), as proteínas no gel foram 

reduzidas, por 30 min, em solução de ditiotreitol 10 mM, em bicarbonato de amônio 

100 mM, seguido de alquilação, por mais 30 min, em solução de iodoacetamida 50 

mM, em bicarbonato de amônio 100 mM. Após lavagens alternadas com bicarbonato 

de amônio 100 mM e acetonitrila 100 %, os pedaços de gel contendo as proteínas 

foram secos rapidamente no Speed Vac e reidratados, no gelo, por 10 min, com 10 

µL de solução de tripsina (Promega) 20 ng/µL, em bicarbonato de amônio 50 mM pH 

8,0. Após adição de mais 20 µL de bicarbonato de amônio 50 mM em cada um dos 

tubos, todas as amostras foram incubadas, a 37 °C, por 16 h. Em seguida, parte dos 

peptídeos  trípticos  gerados  foi  recuperada  recolhendo-se  o  excesso  de  líquido 

presente em cada um dos tubos.  Os peptídeos trípticos retidos na malha do gel 

foram extraídos após sonicação com 30 µL de solução aquosa de acetonitrila 50 %, 

ácido fórmico 5 %. Este último procedimento foi repetido mais uma vez e as três 

alíquotas contendo os peptídeos trípticos de cada amostra (∼80 µL) foram unidas, 

concentradas no  Speed Vac até 10 µL e analisadas no espectrômetro de massas 

MALDI-TOF/TOF (ABI 4700 Applied Biosystem). Pedaços de gel sem proteína 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 (ácido  α-ciano-4-hidroxicinâmico,  10 mg/mL em acetonitrila  50 % e 

ácido trifluoroacético  0,3 %) e as misturas (0,6  µL)  aplicadas individualmente na 

placa de MALDI e secas à temperatura ambiente. A calibração externa no modo MS 

foi feita utilizando-se os seguintes peptídeos: des-Arg1-bradykinin (m/z = 904,468), 

angiotensin I (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 calibração externa no modo 

MS/MS foi feita usando as massas de íons 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 íons-precursores mais abundantes foram 

selecionados para fragmentação e posterior  análise  por  MS/MS.  As massas dos 

fragmentos das amostras geradas foram submetidas à pesquisa contra o banco de 

dados não-redundante do NCBI (National Center for Biotechnology Information), com 

o auxílio do programa MASCOT (Matrix Science). Para cálculo dos percentuais de 

cobertura de sequência alcançados com os peptídeos identificados, foi construído 

um banco local contendo as sequências dos domínios isolados, com ou sem fusão 

com  a  tiorredoxina.  Os  parâmetros  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 modificações variáveis: carbamidometilação de cisteína, oxidação de 

metionina, fosforilação de treonina, serina ou tirosina e pyro-Glu no N-terminal.  A 

especificação do instrumento para a busca de dados através do programa MASCOT 

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

12.PURIFICAÇÃO E RE-ENOVELAMENTO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

A  clonagem  nos  vetores  de  expressão  da  linha  pET-TOPO  (Invitrogen) 

possibilitou  a  inserção  de  uma  sequência  de  6  histidinas  nas  proteínas 

recombinantes. Esta “cauda” de 6 histidinas se liga ao níquel acoplado à matriz da 

coluna HisTrap FF crude (5 mL, GE Healthcare), facilitando sua purificação, já que a 

maioria  das  proteínas  indesejadas,  ou  contaminantes,  não  se  liga  à  coluna.  As 

proteínas contendo cauda de histidina são eluídas lavando-se a coluna com altas 

concentrações de compostos que também interagem com o níquel, como o imidazol. 
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Como o anel  imidazólico  é parte  integrante  da estrutura  da histidina,  o  imidazol 

competirá  com a  histidina  na  ligação  aos  íons  níquel  imobilizados  na  matriz  da 

coluna, permitindo o deslocamento e a eluição da proteína recombinante.

Para  purificação  das  proteínas  recombinantes,  as  frações  induzidas 

solubilizadas em tampão contendo 8 M de Uréia foram diluídas v/v em tampão Tris-

HCl 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM. Após centrifugação, por 10 min, a 

10.000 x g, o sobrenadante (5 mL) foi submetido à cromatografia em coluna HisTrap 

FF crude, previamente equilibrada com tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,4, NaCl 

500 mM, imidazol 5 mM e Uréia 4 M, em sistema cromatográfico de média pressão 

(Äkta Purifier, GE Healthcare). A eluição foi feita com gradiente crescente linear do 

mesmo tampão, contendo 500 mM de imidazol e fluxo de 2,0 mL/min. As frações 

purificadas foram analisadas por SDS-PAGE. 

O  re-enovelamento  das  proteínas  recombinantes  foi  feito  por  diálise 

(MiniDialysis  Kit,  cut  off 10  kDa,  GE  Healthcare)  contra  tampões  contendo 

concentrações decrescentes de Uréia . As amostras purificadas por afinidade (2 mL) 

foram dialisadas, por 24 h, contra 2 x 400 mL de tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,5, 

NaCl 150 mM, Uréia 2 M, e logo por mais 24 h, contra 2 x 400 mL do mesmo tampão 

sem Uréia.  Todos os testes de atividade foram feitos com estas preparações de 

proteínas  recombinantes.  Alternativamente,  para  a  análise  por  dicroísmo  circular 

(que  sofre  interferência  do  Tris)  (vide  item  15),  os  recombinantes  em  solução 

concentrada de Uréia também foram submetidos a diálises contra PBS pH 7,4 (com 

2  M  de  Uréia  e  sem  Uréia).  Após  cada  passo  de  diálise,  as  amostras  foram 

coletadas, centrifugadas,  por 10 min, a 10.000  x g, e submetidas à dosagem de 

proteínas. 

13.DOSAGEM DE PROTEÍNAS

A  concentração  proteica  das  amostras  contendo  Uréia  foi  determinada 

utilizando-se  o  2D-Quant  kit  (GE  Healthcare),  segundo  instruções  do  fabricante. 

Basicamente, as proteínas são precipitadas, deixando-se todos os interferentes (e.g 

agentes caotrópicos) no sobrenadante que será desprezado. As proteínas são então 

ressuspensas em uma solução alcalina contendo Cu+2. Parte do íons cúpricos se liga 

às proteínas e os íons que permanecem livres em solução são quantificados através 
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de  reação  colorimétrica  (480  nm),  de  modo  que  a  intensidade  de  cor  será 

inversamente proporcional à quantidade de proteína (relação linear entre 0-50 µg). 

Eventualmente,  as  amostras  dialisadas  que  não  continham Uréia  também foram 

dosadas pelo método do ácido bicinchonínico (BCA) , que se baseia na redução do 

Cu2+ catalisada por proteínas. Em meio alcalino, o Cu+ gerado forma um complexo 

com o BCA, absorvendo fortemente na região de 560 nm. Em ambos os casos, a 

soro albumina bovina foi usada como proteína padrão. A absorbância das amostras 

nos comprimentos de onda específicos de cada método foi determinada na leitora de 

placa Versa Max Microplate Reader (Molecular Devices). 

14.ENSAIO DE CLIVAGEM COM ENTEROQUINASE

A  enteroquinase  é  uma  serino-protease  específica  que  reconhece  a 

sequência [Asp]4Lys e cliva depois do resíduo de lisina . No vetor pET102, há um 

sítio  de  clivagem  desta  enzima,  localizado  entre  a  tiorredoxina  e  a  proteína 

recombinante  expressa,  possibilitando  a  separação  de  ambas.  Neste  trabalho, 

usamos  a  EKmax  (Invitrogen),  uma  enzima  recombinante  produzida  em  Pichia 

pastoris  que, segundo o fabricante, é mais eficiente e mais específica do que as 

outras enteroquinases comerciais. Foram feitas reações onde incubamos 10 µg de 

proteína  recombinante  com 0,1  a  1,0  unidade  de  enzima EKmax no  tampão da 

enzima fornecido pelo fabricante, por aproximadamente 12 h, a 37ºC. Os resultados 

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

15.DICROÍSMO CIRCULAR

Para  estimativa  da  composição  de sua  estrutura  secundária,  as  proteínas 

recombinantes  foram  analisadas  por  dicroísmo  circular  (CD)  ,  utilizando  o 

espectropolarímetro  Jasco  J-815  Circular  Dichroism  System,  do  Laboratório  de 

Esquistossomose Experimental, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Os dados foram 

coletados em cubetas de 1 mm de caminho ótico, a 0,5 nm/seg e  bandwidth de 1 

nm. As amostras purificadas em coluna de níquel e dialisadas contra Tris ou PBS 
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(0,1  –  0,3  mg ptn  /  mL)  foram diluídas  em água (4  x)   antes  da  obtenção dos 

espectros, no intervalo de 190 a 260 nm, à temperatura ambiente, como uma média 

de  quatro  varreduras.  Em todas  as  medidas,  os  espectros  dos  solventes  foram 

subtraídos. 

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

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

θ: elipticidade em miligraus

C: concentração molar da proteína

l: caminho ótico

aa: número de resíduos de aminoácidos da proteína

Por análises comparativas,  tendo como base espectros característicos das 

diferentes estruturas secundárias de proteínas em solução,  obtidos na região do 

ultravioleta  (UV)  distante  (240  nm  a  180  nm)  (Figura  2),  foi  possível  avaliar  a 

integridade  estrutural  dos  recombinantes.  As  sequências  de  aminoácidos  das 

proteínas recombinantes também foram submetidas ao programa de predição de 

estrutura  teórica  PSIPRED,  disponível  em  servidor  público 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) .

Figura 2: Espectro de CD na região do UV distante de vários tipos de estrutura secundária . a) curva 

contínua: 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: região randômica. 
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16.ANÁLISE DA OLIGOMERIZAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

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

seu grau de oligomerização, utilizando as seguintes técnicas: 

a) Eletroforeses em gel de poliacrilamida (vide item 8), tanto em condições nativas, 

quanto na presença de SDS, com e sem β-mercaptoetanol; 

b) Cromatografia de exclusão 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 

cálculo das massas moleculares dos oligômeros, a coluna foi calibrada com os 

seguintes  padrões  de  massas  conhecidas  (GE  Healthcare):  Blue  dextran  (∼ 

2.000 kDa), BSA (67 kDa), ovalbumina (45 kDa) e quimotripsina (25 kDa). O pico 

de di-BSA (134 kDa) presente na padrão de BSA também foi  considerado. A 

curva padrão utilizada para calcular as massas moleculares desconhecidas foi 

construída relacionando-se o logaritmo da massa molecular  de cada proteína 

padrão  e  seu  respectivo  volume  de  eluição  normalizado,  estimado  pelo 

parâmetro Kav, como descrito abaixo :

Kav = (Ve – V0)/(Vt – V0), onde:

Ve: volume de eluição do soluto

V0: volume de exclusão da coluna (Ve Blue Dextran)

Vt: volume total da coluna

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

usando ácido sinapínico como matriz.

17.ENSAIO DE INIBIÇÃO DE ATIVIDADE AZOCASEINOLÍTICA DA JARARAGINA

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

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

preparações  de  proteínas  recombinantes  (purificadas  em  coluna  de  níquel  e 

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

a 37°C. As misturas foram então testadas sobre azocaseína 0,5 % em Tris-HCl 10 

mM pH 8,6, NaCl 100 mM, CaCl2 10 mM, por 1 h, a 37°C. Após adição de ácido 

tricloroacético para parar a reação, 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  hidrólise, 

utilizamos  a  jararagina  na  ausência  das  proteínas  recombinantes.  Todas  as 

amostras foram testadas em duplicata.

18.ENSAIO DE INIBIÇÃO DE ATIVIDADE FIBRINOGENOLÍTICA DA JARARAGINA

A inibição da hidrólise da cadeia Aα do fibrinogênio bovino pela jararagina foi 

analisada segundo metodologia descrita por Neves-Ferreira (2002) . Jararagina (1 

µg) foi incubada com os diferentes recombinantes, nas relações molares de 1:2, 1:5 

e  1:10,  por  10  min,  a  37°C.  Em seguida,  a  mistura  foi  testada  sobre  10  µg de 

fibrinogênio, incubando-se por mais 10 min, a 37 °C. A reação foi interrompida pela 

adição  de  tampão  de  amostra  de  eletroforese  2  x  concentrado,  contendo  β-

mercaptoethanol  ,  e  fervura  por  5  min.  Como  controle  positivo  da  hidrólise,  foi 

utilizada  jararagina  na  ausência  de  qualquer  inibidor.  Todas  as  amostras  foram 

analisadas por SDS-PAGE corado por Coomassie R250.
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FLUXOGRAMA DA ABORDAGEM DE BIOQUÍMICA CLÁSSICA:

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

gambá Didelphis aurita, como anteriormente descrito . 

19. HIDRÓLISE LIMITADA DE DM43 

DM43  nativa  foi  dissolvida  em  Tris-HCl  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  relação  enzima  (E)  /  substrato  (S) 

utilizada foi de 1:25 (p/p). Alternativamente, DM43 foi incubada com papaína (P4762, 

Sigma), na relação E:S de 1:10 (p/p). Alíquotas foram retiradas nos tempos de 1, 3, 

6 e 24 h de incubação e a reação foi interrompida por adição de APMSF (Sigma) e 

E64 (Sigma), respectivamente para tripsina/quimotripsina e papaína. Após adição de 

tampão  de  amostra  contendo  SDS  e  β-mercaptoetanol  ,  as  amostras  foram 

analisadas por SDS-PAGE, como já descrito. Adicionalmente, elas foram testadas 

quanto à capacidade de inibir a hidrólise de azocaseína induzida por jararagina (6 

µg),  como  descrito  no  item  17.  A  relação  jararagina:DM43  utilizada  foi  de  1:4 

DM43 isolada do soro de D. aurita

Hidrólise limitada

+  endoprotease LysC

DM43 reduzida e alquilada

Hidrólise extensiva

DM43 + tripsina, quimotripsina ou 
papaína em condições nativas

Análise por SDS-PAGE

Identificação (MS/MS) dos peptídeos 
de DM43 que interagem com jararagina

Análise da interação entre peptídeos 
de DM43 (LysC) e jararagina 

Ensaios de atividade: 
inibição da atividade proteolítica da jararagina sobre caseína

DM43 isolada do soro de D. aurita

Hidrólise limitada

+  endoprotease LysC

DM43 reduzida e alquilada

Hidrólise extensiva

DM43 + tripsina, quimotripsina ou 
papaína em condições nativas

Análise por SDS-PAGE

Identificação (MS/MS) dos peptídeos 
de DM43 que interagem com jararagina

Análise da interação entre peptídeos 
de DM43 (LysC) e jararagina 

Ensaios de atividade: 
inibição da atividade proteolítica da jararagina sobre caseína
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(mol/mol).  A proteína BSA foi utilizada como controle de hidrólise no ensaio com 

papaína.

20. HIDRÓLISE EXTENSIVA DE DM43

DM43 foi  desnaturada  e  reduzida  após  incubação,  por  3  h,  a  37  °C,  em 

bicarbonato  de  amônio  0,4  M,  contendo  Uréia  8  M,  DTT  20  mM.  Em  seguida, 

adicionou-se iodoacetamida, para uma concentração final de 66 mM, incubando-se à 

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  absorvância  foi  monitorada a  280  nm.  O sistema de 

solventes consistiu de TFA 0,1 % em água (solvente A) e TFA 0,1 % em acetonitrila 

(solvente B). O programa de eluição 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-HCl  25  mM  pH  8,5  contendo  EDTA  1  mM.  Em  seguida,  adicionou-se 

endoprotease Lys-C (sequencing grade, Roche / 5 µg em 50 µL de HEPES 50 mM 

pH 8,0, EDTA 10 mM, rafinose 5 mg/ml), numa relação E:S 1:66 (p/p), incubando-se, 

a 37 °C, por 24 horas. Esta endoprotease foi escolhida após análise da estrutura 

primária  de  DM43,  sob  clivagem  de  várias  endoproteases,  pelo  programa 

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

A eficiência de hidrólise 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  íntegra  reduzida  e  alquilada  foi  submetida  às  mesmas 

condições cromatográficas. A absorvância foi monitorada a 215 nm. O sistema de 

solventes foi o mesmo já descrito, com o seguinte programa de eluição: 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 

ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico como matriz, conforme descrição anterior.   

A possível interação entre a jararagina e os peptídeos de DM43 gerados após 

digestão por Lys-C foi testada na coluna de exclusão molecular Superdex Peptide 

HR 10/30 (GE Healthcare), que apresenta resolução ótima entre 0,1 e 7 kDa, com 

limite de exclusão de 20 kDa. Desta forma, qualquer peptídeo de DM43 que interaja 

com jararagina (52 kDa)  será excluído da coluna,  passando a eluir  junto  com a 
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jararagina, no volume de exclusão da coluna. As cromatografias foram realizadas no 

modo isocrático,  a 0,5 mL/min, em Tris-HCl 25 mM pH 7,5, contendo 20 mM de 

CaCl2.  A identificação dos peptídeos de interesse foi  feita  por  MS/MS,  no modo 

positivo com reflectron, no MALDI-TOF/TOF Ultraflex da Bruker Daltonics, usando o 

ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico como matriz. 

Tanto a DM43 reduzida e alquilada, quanto os peptídeos da digestão por Lys-

C, foram testados quanto à capacidade de inibir a hidrólise de azocaseína induzida 

por jararagina (6 µg), como descrito no item 17. A relação jararagina:DM43 utilizada 

foi de 1:4 (mol/mol). A DM43 nativa foi utilizada como controle da inibição.
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CAPÍTULO III. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO
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1. ABORDAGEM DE BIOLOGIA MOLECULAR

DM43  é  uma  glicoproteína  de  291  resíduos,  apresentando  51  %  de 

similaridade com a α1B-glicoproteína (AAL07469) . Esta proteína humana pertence 

à  superfamília  gênica  das  imunoglobulinas  e  é  composta  por  cinco  domínios 

estruturais  repetidos  tipo-imunoglobulina  (tipo-Ig)  .  O  alinhamento  entre  as 

sequências primárias de DM43 e de  α1B-glicoproteína está mostrado na Figura 3. 

Estudos  de  modelagem  molecular  de  DM43  ,  usando  como  molde  a  estrutura 

cristalina da porção extracelular da proteína KIR2DL1 (natural  killer cell  inhibitory 

receptor,  Protein Data Bank código 1nkr) ,  corroboraram,  in silico,  a presença de 

fitas de folhas  β características, constituindo cada um dos três domínios tipo-Ig do 

inibidor  (Figura  4).  Neste  modelo,  as  regiões  hipotéticas  de  interação  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  domínios,  várias  características 

típicas da superfamília das imunoglobulinas foram encontradas (Figura 3) : resíduos 

de  cisteína  conservados  (em  cinza),  formando  pontes  dissulfeto  centralizadas; 

resíduos de tirosina e fenilalanina em posições definidas (em verde); e seqüências 

WSXWS degeneradas perto do C-terminal (delimitadas por quadrados pretos). 

Proteínas  com domínios  tipo-Ig  são  amplamente  distribuídas  na  natureza, 

tanto em vertebrados como em invertebrados, assim como também em bactérias, 

vírus,  fungos  e  plantas  .  Especula-se  que  elas  tenham evoluído  a  partir  de  um 

ancestral  comum.  Estas  proteínas  homólogas  teriam  sofrido  evolução  com 

divergência de sequência, de modo a produzir diferentes proteínas funcionais, que 

compartilham um mesmo arcabouço  conservado .  No  caso  de  DM43,  seus  três 

domínios tipo-Ig 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 domínios de DM43 preservavam sua atividade biológica, ou seja, 

se eram capazes de inibir a atividade catalítica de SVMPs. 
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Figura 3:  Alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas DM43a e  α1B-glicoproteína 

humana (AAL07469). A sequência de DM43a foi determinada por sequenciamento do cDNA clonado 

e apresenta uma única diferença em relação à DM43 originalmente sequenciada pela Química de 

Edman (P82957) (V → I, destacado em azul claro). As principais diferenças entre as sequências de 

DM43a e de  α1B-glicoproteína humana estão mostradas em vermelho. Destacadas em: cinza, as 

cisteínas;  amarelo,  os  sítios  de  glicosilação;  em verde,  os  resíduos  aromáticos  de fenilalanina  e 

tirosina  em  posições  conservadas.  As  caixas  pretas  representam  as  sequências  WSXWS 

degeneradas,  características  das  proteínas  da  família  das  imunoglobulinas.  Os  colchetes  em 

vermelho indicam a posição dos loops putativos de interação com as metaloproteases.

DM43a MAVPLVLLFLLGLWMDPKAEVDA
α1BG  MSMLVVFLLLWGVTWGPVTE--A

DM43a LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGI YRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEP
α1BG  AIFYETQPSLWAESESLLKPLANVTLTCQA-HLETPDFQLFKNGVAQEPVHLDSPAIKHQF-LLTGDTQGRYRCRSGL-STGWTQLSKLLELTGPKS

DM43a        
α1BG  LPAPEFSPEPES-----GRALRLRCLAPLEGARFALVREDRGGRRVHRFQSPAGTEALFELHNISVADSANYSCVYVDLKPPFGGSAPSERLELHVDGP

DM43a        
α1BG  PPRPQLRATWSGAVLAGRDAVLRCEGPIPDVTFELLREGETKAVKTVRTP--GAAANLELIFVGPQHAGNYRCRYRSWVPHTFESELSDPVELLVAES

DM43a LPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQ
α1BG  PPVLMHHGESSQVLHPGNKVTLTCVAPLS----GVDFQLRRGEKELLVPR-SSTSPDRIFFHLNAVALGDGGHYTCRYRLHDNQNGWSGDSAPVELILSDET

LPKDM43a LPAPSLHAEPGPWILPGLETKLH CRGMLLGMI DLYQEGEQEPVKSSQTP-SAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHIVIPDF
α1BG LPAPWLSMAPVSWITPGLKTTAVCRGVLRGVT LLRREGDHEFLEVPEAQEDVEATFPVHQPGNYS SYRTDGEGALSEPSATVTIEELAAPP

F
F C

DM43a MAVPLVLLFLLGLWMDPKAEVDA
α1BG  MSMLVVFLLLWGVTWGPVTE--A
DM43a MAVPLVLLFLLGLWMDPKAEVDA
α1BG  MSMLVVFLLLWGVTWGPVTE--A

DM43a LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGI YRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEP
α1BG  AIFYETQPSLWAESESLLKPLANVTLTCQA-HLETPDFQLFKNGVAQEPVHLDSPAIKHQF-LLTGDTQGRYRCRSGL-STGWTQLSKLLELTGPKS
DM43a LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGI YRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEP
α1BG  AIFYETQPSLWAESESLLKPLANVTLTCQA-HLETPDFQLFKNGVAQEPVHLDSPAIKHQF-LLTGDTQGRYRCRSGL-STGWTQLSKLLELTGPKS

DM43a        
α1BG  LPAPEFSPEPES-----GRALRLRCLAPLEGARFALVREDRGGRRVHRFQSPAGTEALFELHNISVADSANYSCVYVDLKPPFGGSAPSERLELHVDGP
DM43a        
α1BG  LPAPEFSPEPES-----GRALRLRCLAPLEGARFALVREDRGGRRVHRFQSPAGTEALFELHNISVADSANYSCVYVDLKPPFGGSAPSERLELHVDGP

DM43a        
α1BG  PPRPQLRATWSGAVLAGRDAVLRCEGPIPDVTFELLREGETKAVKTVRTP--GAAANLELIFVGPQHAGNYRCRYRSWVPHTFESELSDPVELLVAES
DM43a        
α1BG  PPRPQLRATWSGAVLAGRDAVLRCEGPIPDVTFELLREGETKAVKTVRTP--GAAANLELIFVGPQHAGNYRCRYRSWVPHTFESELSDPVELLVAES

DM43a LPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQ
α1BG  PPVLMHHGESSQVLHPGNKVTLTCVAPLS----GVDFQLRRGEKELLVPR-SSTSPDRIFFHLNAVALGDGGHYTCRYRLHDNQNGWSGDSAPVELILSDET
DM43a LPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQ
α1BG  PPVLMHHGESSQVLHPGNKVTLTCVAPLS----GVDFQLRRGEKELLVPR-SSTSPDRIFFHLNAVALGDGGHYTCRYRLHDNQNGWSGDSAPVELILSDET

LPKDM43a LPAPSLHAEPGPWILPGLETKLH CRGMLLGMI DLYQEGEQEPVKSSQTP-SAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHIVIPDF
α1BG LPAPWLSMAPVSWITPGLKTTAVCRGVLRGVT LLRREGDHEFLEVPEAQEDVEATFPVHQPGNYS SYRTDGEGALSEPSATVTIEELAAPP

F
F C

LPKDM43a LPAPSLHAEPGPWILPGLETKLH CRGMLLGMI DLYQEGEQEPVKSSQTP-SAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHIVIPDF
α1BG LPAPWLSMAPVSWITPGLKTTAVCRGVLRGVT LLRREGDHEFLEVPEAQEDVEATFPVHQPGNYS SYRTDGEGALSEPSATVTIEELAAPP

F
F C
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Figura 4: Modelo tridimensional da estrutura de DM43, construído pelo programa MODELLER (com 

ajustes manuais), usando como modelo a estrutura cristalina da proteína KIR2DL1 (natural killer cell  

inhibitory receptor, Protein Data Bank código 1nkr) . D1, D2 e D3 indicam os domínios 1, 2 e 3 de 

DM43. As pontes dissulfeto de cada domínio estão mostradas em amarelo. As cadeias laterais das 

quatro asparaginas glicosiladas estão indicadas em azul claro. Em vermelho estão representadas as 

regiões hipotéticas de interação com as metaloproteases. Em cinza, as cadeias laterais dos resíduos 

hidrofóbicos.

Figura  5:  Alinhamento  das  sequências  dos  domínios  de  DM43  pelo  programa  Multialin (matriz 

Blossum62). Em vermelho, resíduos idênticos nas três sequências; em azul, resíduos idênticos em 

apenas duas sequências.

1oDom  LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTE---ELSFQVWKDGEL--LSTLPVVGLVGKFW-LGPVTADNRGIYRCRILT-SEND--WTPLSAPVEVTGKEP 
3oDom  L----PKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRF-RNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQ
2oDom  L----PAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLL----GMIFDLYQEGEQEPVKSSQTPSAEATFI------VNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHIVIPDF 

D1

D 2 D3

D1

D 2 D3
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Usando  α1B-glicoproteína como modelo, Ishioka e colaboradores tentaram, 

sem  sucesso,  obter  domínios  tipo-Ig  separadamente,  após  hidrólise  limitada  da 

proteína  nativa  por  diversas  enzimas.  A  estabilidade  da  proteína  ao  ataque 

proteolítico  foi  atribuída  à  frequência  de  resíduos  de  prolina  nas  regiões  inter-

domínios  .  Conhecendo  a  similaridade  de  sequência  existente  entre  α1B-

glicoproteína e DM43, neste trabalho decidimos gerar os domínios isolados de DM43 

após clonagem e expressão heteróloga em E. coli. Este sistema é o mais conhecido 

e utilizado, não só pela facilidade e baixo custo de obtenção das bactérias,  mas 

também por sua reprodutibilidade e pela abundância da proteína produzida. 

Recentemente, Okumura e colaboradores  utilizaram o sistema de expressão 

em E. coli para mapear a relação estrutura-função do GbPLIα, um inibidor de PLA2 

isolado do soro da serpente venenosa Gloydius brevicaudus. A região crítica para a 

atividade inibitória foi localizada entre os resíduos 13 e 36 da estrutura primária do 

inibidor.  Este  resultado  foi  alcançado  após  expressão  heteróloga  de  diversas 

quimeras  (com  deleções  e  mutações)  do  GbPLIα e  de  uma  proteína  tipo-PLIα 

isolada do soro da serpente não-venenosa  Elaphe quadrivirgata,  que não possui 

atividade inibitória contra PLA2. 

Diferentemente de outros sistemas, o produto da expressão em  E. coli não 

sofre modificações pós-traducionais, como glicosilação , o que poderia representar 

uma  importante  limitação,  já  que  DM43  é  uma  glicoproteína.  Ainda  que  não 

envolvam  inibidores  de  SVMPs,  há  na  literatura  alguns  exemplos  de  proteínas 

antiofídicas  glicosiladas  cujas  porções  glicídicas  não  parecem  interferir  com  a 

atividade inibitória . No caso do PLI-α de  Trimeresurus flavoviridis,  o inibidor não 

glicosilado (expresso em E. coli) foi capaz de interagir normalmente com sua toxina-

alvo.  Infelizmente,  os  autores  não  avaliaram  se  as  atividades  tóxicas  da  PLA2 

também foram inibidas pelo recombinante . 

Recentemente,  os  quatro  sítios  de  N-glicosilação  em  DM43  (sequências 

consenso  em  amarelo  na  Figura  3)  foram  determinados  experimentalmente  em 

nosso laboratório . Utilizando espectrometria de massas, um sítio foi localizado no 

primeiro domínio (Asn23), além de três outros no segundo domínio (Asn156, Asn160 e 

Asn175). No mesmo trabalho, mostrou-se que as cadeias oligossacarídicas presentes 

no inibidor são do tipo complexo ; após desglicosilação parcial  (retirada de ácido 
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siálico e galactose), DM43 permaneceu igualmente ativa contra a SVMP jararagina. 

Entretanto, após desglicosilação enzimática com PNGase em condições nativas, a 

mistura das diferentes espécies de DM43 geradas teve sua capacidade inibitória 

reduzida em cerca de 50 %. Em um trabalho anterior, mostramos que DM43 perde 

solubilidade  após  completa  desglicosilação  química  com  ácido 

trifluorometanosulfônico (TFMS), inviabilizando sua atividade biológica . 

Em conjunto, estes dados indicam que a glicosilação pode ter papel relevante 

para  atividade  biológica  de  DM43,  possivelmente  aumentando  a  solubilidade  da 

proteína  nativa.  Portanto,  escolhemos  inicialmente,  como  vetor  de  expressão,  o 

plasmídeo  pET102 (6315 pb)  (Invitrogen),  onde o recombinante é expresso em 

fusão com a tiorredoxina, proteína bacteriana conhecida por aumentar a solubilidade 

de  proteínas  eucarióticas  expressas  em  E.  coli .  A  título  de  comparação, 

expressamos igualmente o recombinante em pET101 (5753 pb) (Invitrogen), sem a 

proteína de fusão. As características destes vetores estão detalhadas no Material e 

Métodos.

Selecionamos  regiões  do  cDNA  de  DM43  específicas  para  clonagem  e 

expressão dos três domínios de DM43 isolados. Também clonamos e expressamos 

DM43 completa. Assim, preliminarmente, chamamos os domínios 1, 2 e 3 de DM43, 

quando expressos pelo vetor pET102, de thioD1, thioD2 e thioD3, respectivamente, 

por  estarem em fusão com a tiorredoxina na região N-terminal.  DM43 completa, 

quando expressa no vetor pET102, foi chamada de thioFull. As proteínas expressas 

no vetor pET101, sem a fusão com a tiorredoxina, foram igualmente denominadas, 

mas sem o prefixo thio.

Num primeiro momento, foi importante estimar o tamanho de cada construção 

(proteína recombinante), em pares de bases (pb). Utilizamos o programa Compute 

pI/MW tool (http://expasy.org/tools/pi_tool.html)  e também determinamos o pI  e  a 

massa molecular das proteínas recombinantes  in silico. Outro dado importante é a 

probabilidade  da  proteína  recombinante  ser  solúvel  quando  superexpressa  no 

sistema bacteriano. Segundo Davis e colaboradores , a solubilidade de uma proteína 

está diretamente relacionada à sua seqüência de aminoácidos. Assim, usamos o 

programa  Recombinant  Protein  Solubility  Prediction (http://biotech.ou.edu/),  que 

constitui  uma versão modificada por  Davis  do  modelo  estatístico  de  Wilkinson e 
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Harrison , para predição da solubilidade de proteínas recombinantes. Os resultados 

estão mostrados na Tabela 2. Podemos observar que, como esperado, as melhores 

chances de obter proteínas solúveis são quando os recombinantes são expressos 

em fusão com a tiorredoxina. 
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Tabela  2:  Características  das  proteínas  recombinantes  obtidas  in  silico.  Em  negrito  estão  as 

sequências correspondentes a cada domínio.

Nome Vetor Inserto+vetor
(pb) pI MM

(kDa) Seqüência proteica Probabilidade 
solubilização 

D1 pET101 6044 6,04 14,2
MLKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDG
ELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAP
VEVTGKEPKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

30,9%

D2 pET101 6029 5,93 13,4
MLPAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPV
KSSQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHVVI
PDFKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

27,6%

D3 pET101 6059 6,05 15,5
MLPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQ
ETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSE
DSNVLELDLSTGQKGELNSKLEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH

27,5%

Full pET101 6626 5,32 36,1

MLKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDG
ELLSTLPVVGLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAP
VEVTGKEPLPAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQ
EGEQEPVKSSQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPS
ETIHIVIPDFLPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDL
EFKLFKDGQETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRF
RNGPPIWSEDSNVLELDLSTGQKGELNSKLEGKPIPNPLLGLDST
RTGHHHHHH

30,5%

thioD1 pET102 6606 5,21 27,6

MGSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLKAMDPTP
PLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVV
GLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEPK
GELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

50,7%

thioD2 pET102 6591 5,26 26,8

MGSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLPAPSLHA
EPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPVKSSQTPSAE
ATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHVVIPDFKGELKL
EGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

50,3%

thioD3 pET102 6621 5,16 28,7

MGSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLPKANFYI
LNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQETPVEVVPI
SDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSEDSNVLELDL
STGQKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

55%

thioFull pET102 7188 5,01 49,3

MGSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILD
EIADEYQGKLTVAKLNIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDKLGIDPFTLKAMDPTP
PLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEELSFQVWKDGELLSTLPVV
GLVGKFWLGPVTADNRGIYRCRILTSENDWTPLSAPVEVTGKEPL
PAPSLHAEPGPWILPGLETKLHCRGMLLGMIFDLYQEGEQEPVKS
SQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHIVIPD
FLPKANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYDLEFKLFKDGQ
ETPVEVVPISDPMKVFFDLTAVGPKDGGKYSCRYRFRNGPPIWSE
DSNVLELDLSTGQKGELKLEGKPIPDPLLGLDSTRTGHHHHHH

45,8%
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2. CLONAGEM NOS VETORES DE EXPRESSÃO E SEQUENCIAMENTO

Desenhamos  oligonucleotídeos  senso  e  anti-senso  de  forma  a  clonar  e 

expressar os domínios 1, 2 e 3 de DM43 separadamente, além da DM43 completa. 

Na Figura 6,  podemos observar as sequências nucleotídica e proteica de DM43, 

com  seus  domínios  em  diferentes  cores  e  as  regiões  onde  desenhamos  os 

oligonucleotídeos senso e anti-senso.

    1 AAGCTTATGGCTGTCCCTCTTGTTCTTCTGTTCCTTCTAGGGCTTTGGATGGACCCCAAG
       M  A  V  P  L  V  L  L  F  L  L  G  L  W  M  D  P  K

   61 GCAGAGGTGGATGCATTAAAGGCTATGGACCCAACTCCTCCCCTGTGGATCAAGACTGAA
 A  E  V  D  A  L  K  A  M  D  P  T  P  P  L  W  I  K  T  E

  121 TCCCCATCCACTCCCTGGACCAATGTGACTCTCCTGTGTGTGGCAACCAATACCGAGGAG
 S  P  S  T  P  W  T  N  V  T  L  L  C  V  A  T  N  T  E  E

  181 CTGAGCTTCCAGGTGTGGAAAGACGGGGAGCTCCTCTCCACTCTCCCTGTCGTGGGCCTT
 L  S  F  Q  V  W  K  D  G  E  L  L  S  T  L  P  V  V  G  L

  241 GTTGGCAAGTTCTGGTTGGGGCCTGTGACAGCCGACAACAGGGGCATTTATCGTTGCCGG
 V  G  K  F  W  L  G  P  V  T  A  D  N  R  G  I  Y  R  C  R

  301 ATACTGACGTCAGAAAACGACTGGACCCCCCTGAGCGCCCCAGTGGAGGTGACAGGAAAA
 I  L  T  S  E  N  D  W  T  P  L  S  A  P  V  E  V  T  G  K

  361 GAGCCTCTCCCTGCCCCCTCTTTGCACGCTGAGCCTGGACCTTGGATCCTCCCTGGCCTG
 E  P  L  P  A  P  S  L  H  A  E  P  G  P  W  I  L  P  G  L

  421 GAGACAAAGCTGCACTGCCGAGGGATGCTGCTGGGCATGATCTTTGACCTGTACCAGGAA
 E  T  K  L  H  C  R  G  M  L  L  G  M  I  F  D  L  Y  Q  E

  481 GGAGAGCAGGAGCCCGTGAAGAGCTCCCAGACACCATCAGCAGAAGCCACTTTCATCGTC
 G  E  Q  E  P  V  K  S  S  Q  T  P  S  A  E  A  T  F  I  V

  541 AACAGTACCGGGAACTACAGCTGCCTCTACCGAGCACCTGCATCAGCTCCCAGTGTGAAT
 N  S  T  G  N  Y  S  C  L  Y  R  A  P  A  S  A  P  S  V  N

  601 TCAACGCCCAGTGAGACCATACACATTGTGATACCAGACTTCCTGCCAAAGGCCAACTTC
 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  V  E  V  V  P  I  S  D  P  M  K  V  F  F  D  L  T  A  V

  841 GGCCCTAAGGATGGGGGCAAGTACAGCTGCAGGTACCGCTTTAGGAATGGGCCGCCGATC
 G  P  K  D  G  G  K  Y  S  C  R  Y  R  F  R  N  G  P  P  I

  901 TGGTCAGAAGACAGTAACGTCCTGGAGCTGGACCTGAGTACAGGCCAGTGAGCCGAGCGC
 W  S  E  D  S  N  V  L  E  L  D  L  S  T  G  Q  *

  961 CCTCCTTTCCCACCAAGTCCTGCCGAAGCAGCGCGCGTGCGCGGCGCGCCCCGAACAGCC
 1021 CGCTGGGCTCCGGCTCCCCATAAAGCTCGCCGTGCCGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
1081    AAAAA

Figura 6: Sequências nucleotídica e proteica do cDNA de DM43. As letras em rosa, azul, vermelho e 

verde representam, respectivamente, o peptídeo sinal e os domínios 1, 2 e 3 de DM43. Destacadas 

em  amarelo  estão  as  regiões  onde  foram  desenhados  os  oligonucleotídeos  no  sentido  senso; 

destacadas  em verde,  estão  as  regiões  onde  desenhamos  os  oligonucleotídeos  no  sentido  anti-

senso. 
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Em todos  os  oligonucleotídeos  senso,  inserimos  a  sequência  5’  CACC 3’ 

antes  da  seqüência  inicial  do  domínio,  como um adaptador  para  clonagem nos 

vetores  pET101  e  102.  Somente  para  o  vetor  pET101,  inserimos  também  a 

sequência 5’ ATG 3’ após o adaptador, como um códon de iniciação para tradução 

correta da proteína recombinante. No vetor pET102, já existe um códon de iniciação 

imediatamente  anterior  à  sequência  da  tiorredoxina.  Para  amplificação  das 

sequências, usamos como molde na reação 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 estão 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 os mesmos 

oligonucleotídeos usados na reação de PCR, para confirmação da sequência. 

A totalidade do produto de PCR foi pré-purificada em gel de agarose antes da 

purificação final usando o kit Concert Rapid Gel Extraction System (Invitrogen). Após 

este segundo passo de purificação, os produtos de PCR foram incubados, por 30 

minutos,  à temperatura ambiente,  com os vetores de expressão pET101 ou 102. 

Foram feitas várias reações usando entre 0,1 e 4 µL dos insertos, para cada 1 µL 

dos  vetores  (20  ng).  Estes  valores  correspondem  a  uma  variação  de 

aproximadamente  20  a  800  ng  do  DNA  a  ser  inserido  no  vetor  (quantidades 

estimadas por comparação com o padrão de massa molecular no gel de agarose). 

As reações mais eficientes foram aquelas em que usamos a maior quantidade do 

inserto e que,  portanto,  foram adotadas como padrão em todos os experimentos 

subsequentes.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de amplificação por PCR dos domínios 

isolados de DM43 e de DM43 completa. D1, D2 e D3 representam os domínios 1, 2 e 3 de DM43. Full 

se refere à sequência codificante completa para DM43. O padrão de tamanho molecular utilizado foi o 

Low Mass DNA Ladder  (Invitrogen). Foram aplicados 5  µL do padrão e 10  µL de cada amostra. O 

tracejado indica que raias não contíguas de um mesmo gel foram aproximadas na imagem digital.
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Os produtos de ligação foram, então, usados para transformar bactérias  E. 

coli competentes  da  linhagem  TOP10.  A  eficiência  de  transformação  destas 

bactérias foi de 107 unidades formadoras de colônia por  µg de plasmídeo controle 

introduzido.  As  colônias  resistentes  à  ampicilina  foram  selecionadas,  inoculadas 

para amplificação e o DNA plasmidial foi purificado por mini-preparação. Para cada 

transformação,  mesmo usando a maior  quantidade de DNA na ligação ao vetor, 

somente de 2 a 5 colônias cresceram nas placas. No caso da ligação de  Full ao 

vetor pET101, não observamos o crescimento de nenhuma colônia após algumas 

tentativas de ligação e transformação. Estes dados podem indicar que a eficiência 

de ligação dos insertos aos vetores TOPO foi baixa e/ou que a transformação da 

bactéria foi pouco eficiente.

Todos os clones obtidos foram submetidos a sequenciamento de DNA com os 

oligonucleotídeos T7F, TrxFus e T7R (vide pág. 22). Entretanto, o sequenciamento 

dos plasmídeos recombinantes foi um problema durante toda a tese. A maioria dos 

eletroferogramas se mostrou ilegível. Tentamos várias abordagens diferentes, como 

mudar o kit de purificação dos plasmídeos, eluir os mesmos com tampão ou com 

água, variar a concentração do DNA, mas todos sem sucesso. Resolvemos, então, 

submeter estes plasmídeos a um PCR e depois sequenciar o produto de PCR com 

os mesmos oligonucleotídeos 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  expressão.  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  seqüências  do  pET101, 

podemos observar o códon de iniciação, o que não acontece em relação ao pET102, 

já que o códon de iniciação se encontra na região codificante para a tiorredoxina.

Na Figura 8, podemos observar, em gel de agarose a 1%, os produtos de 

mini-preparação de DNA dos plasmídeos sequenciados.  Como estes plasmídeos 

não  estão  digeridos,  ou  seja,  são  circulares  e,  dependendo  do  grau  de 

helicoidização que estas estruturas podem assumir, migram anomalamente e seu 

exato  tamanho  só  pode  ser  estimado  por  eletroforese  após  uma  digestão  que 

linearize a estrutura. Portanto, nesta figura podemos observar apenas os diferentes 

graus de helicoidização dos plasmídeos obtidos.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos da mini-preparação de DNA plasmidial 

dos domínios isolados de DM43 e de DM43 completa (Full) clonados nos vetores pET102 ou pET101. 

O padrão de tamanho molecular utilizado foi High Mass DNA Ladder (Invitrogen). Foram aplicados 5 

µL do padrão e 5 µL de cada amostra.
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3. EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

Após  confirmação  da  clonagem  por  sequenciamento  de  DNA,  utilizamos 

primeiramente os recombinantes no vetor pET102 para transformação de bactérias 

competentes, linhagem BL21 Star (DE3). Estas bactérias também foram preparadas 

em nosso laboratório e a eficiência de transformação foi de 106 unidades formadoras 

de colônia por µg de plasmídeo controle introduzido.  

Após indução por IPTG, a análise das proteínas recombinantes expressas no 

pET102  foi  feita  por  SDS-PAGE  e  está  representada  na  Figura  9.  As  bandas 

assinaladas  nesta  figura  representam  as  proteínas  recombinantes.  Desta  forma, 

obtivemos  quatro  proteínas  recombinantes  com os  tamanhos esperados  para  os 

domínios D1, 2 e 3,  além de DM43 completa,  todos expressos em fusão com a 

tiorredoxina. Foi observado que todas as proteínas recombinantes foram expressas 

na forma de corpúsculo de inclusão.  Portanto,  nestas condições,  a fusão com a 

tiorredoxina  não  foi  suficiente  para  produzir  proteínas  solúveis  .  Na  verdade,  o 

acúmulo de proteínas na forma de corpúsculo de inclusão pode ser encarado como 

uma característica positiva do sistema de expressão em E. coli. Entre as vantagens, 

podemos citar a facilidade de isolamento destas estruturas dos outros componentes 

celulares,  a  maior  homogeneidade e quantidade  da  proteína  de  interesse e  sua 

menor susceptibilidade à degradação proteolítica . Os fatores que contribuem para 

formação dos corpúsculos não são completamente entendidos. Evidências indiretas 

sugerem que altas concentrações de proteínas produzidas por promotores fortes, 

neste caso o promotor T7, levariam ao acúmulo de cadeias polipeptídicas nascentes 

parcialmente  enoveladas,  favorecendo  a  agregação  e,  portanto,  a  formação  dos 

corpúsculos . A maior desvantagem, como constatamos nesta tese, é a dificuldade 

de solubilização dos agregados e o re-enovelamento das proteínas solubilizadas na 

sua conformação nativa.
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Figura 9: SDS-PAGE a 12 %, em condições redutoras, das proteínas expressas em E.coli BL21 (DE3) 

transformadas com as construções no vetor pET102, antes e após indução por IPTG. Na primeira raia 

de cada gel foi aplicado padrão de massa molecular. As quantidades de amostra aplicadas foram 

normalizadas pela OD das culturas a 600 nm. As setas vermelhas indicam a proteína recombinante. 

O tracejado indica que raias não contíguas de um mesmo gel foram aproximadas na imagem digital. 

1=  fração  não-induzida  solúvel;  2=  fração  não-induzida  insolúvel;  3=  fração  induzida  solúvel;  4= 

fração induzida insolúvel. Antes da análise por SDS-PAGE, as frações insolúveis foram solubilizadas 

em tampão Tris-HCl 200 mM, NaCl 0,5 M, β-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0, por 12 horas, 

sob agitação, à temperatura ambiente. Géis corados com azul de Coomassie R-250.
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A expressão dos domínios clonados no vetor pET101 foi feita nas mesmas 

condições  do  vetor  anterior  e  analisada  em SDS-PAGE a 15  %.  Na Figura  10, 

podemos observar  bandas dos  tamanhos  esperados para  os  domínios  D1 e D3 

(assinaladas pelas setas vermelhas). 

Figura  10:  SDS-PAGE  a  15  %,  em  condições  redutoras,  das  proteínas  expressas  em  E.coli 

BL21(DE3) transformadas com as construções no vetor pET101, antes e após indução por IPTG. Na 

primeira  raia  de  cada  gel  foi  aplicado  padrão  de  massa  molecular.  As  quantidades  de  amostra 

aplicadas  foram  normalizadas  pela  OD  das  culturas  a  600nm.  As  setas  vermelhas  indicam  as 

proteínas recombinantes. 1= fração não-induzida solúvel; 2= fração não-induzida insolúvel; 3= fração 

induzida solúvel; 4= fração induzida insolúvel. Antes da análise por SDS-PAGE, as frações insolúveis 

foram solubilizadas em tampão Tris-HCl 200 mM, NaCl 0,5 M, β-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 

8,0, por 12 horas, sob agitação, à temperatura ambiente. Géis corados com azul de Coomassie R-

250.

Neste  caso,  foram expressas  proteínas  em quantidades  significativamente 

menores do que as proteínas recombinantes obtidas em fusão com a tiorredoxina. 

Além disso, D2 parece não ter sido expresso e/ou recuperado. De fato, a fusão com 

a tiorredoxina foi  capaz de aumentar a eficiência de tradução dos recombinantes 

expressos no vetor pET102. Como tem sido descrito, proteínas bacterianas, como a 

tiorredoxina, são mais facilmente expressas em sistema bacteriano do que proteínas 

tipicamente  de  eucarioto,  que  são  endereçadas  para  degradação  com  mais 

freqüência . Outra possível explicação para o baixo nível de expressão de D1 e D3 

seria  o  RNAm  bacteriano,  que  codifica  para  estas  proteínas,  estar  sendo 

rapidamente  degradado  durante  a  transcrição  e/ou  tradução.  Além  disso,  sua 
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estabilidade é dependente do tamanho, sendo os mais curtos (sem fusão com a 

tiorredoxina),  possivelmente  menos  estáveis.  Naturalmente,  quanto  menor  a 

estabilidade, menor a disponibilidade de molde para tradução e, conseqüentemente, 

menos eficiente a expressão proteica . 

No caso de D2, os motivos para a não expressão podem ser os mesmos. 

Obtivemos pelo menos 2 clones positivos para D2 e ambos foram seqüenciados. 

Suas seqüências no vetor  pET101 foram obtidas em ambos os sentidos com os 

oligonucleotídeos T7F e T7R e não apresentaram nenhuma discrepância em relação 

aos outros domínios, ou seja, o seqüenciamento confirmou a integridade do inserto, 

a junção do inserto-vetor,  e descartou a existência de mutações.  Entretanto, não 

detectamos por SDS-PAGE a presença da proteína recombinante D2 no tamanho 

esperado,  de  aproximadamente  13  kDa (Figura  10).  Inicialmente,  submetemos o 

primeiro  plasmídeo  clonado  com  D2  à  expressão  nas  mesmas  condições 

empregadas com sucesso para os demais domínios. Em seguida, variamos o clone 

de D2, empregando diferentes alíquotas da bactéria BL21  Star (DE3), preparadas 

em épocas diferentes. Experimentamos também variar a temperatura de expressão 

(dos 37ºC padronizados, para 30º C) e a quantidade de IPTG (reduzindo à metade 

ou  dobrando  a  quantidade  utilizada  originalmente).  Todas  as  tentativas  se 

mostraram sem sucesso. 

A ausência  ou níveis  baixos de expressão podem ser  justificados por:  (1) 

toxicidade  ou  instabilidade  da  proteína  alvo  na  célula  hospedeira,  causando  a 

diminuição  do  crescimento  bacteriano  e  inviabilizando  a  tradução;  (2)  perda  do 

sistema de expressão durante o crescimento da bactéria; (3) associação de regiões 

hidrofóbicas das proteínas recombinantes à membrana da bactéria, causando efeito 

tóxico; (4) degradação da proteína alvo por proteases bacterianas. No nosso caso, 

esta hipótese é pouco provável, uma vez que usamos a linhagem BL21 (DE3), que 

não expressa as proteases  lon e  ompT; (5) excesso de códons raros na proteína 

alvo ou discrepância no uso dos códons dos sistemas eucarioto e procarioto; e (6) 

mutações sem sentido . 

Embora a clonagem dos DNAs heterólogos tenha sido relativamente fácil, a 

expressão dos genes clonados foi uma tarefa árdua. Não se sabe ao certo as razões 

pelas  quais  isto  aconteceu  neste  trabalho,  nem  o  porquê  desta  dificuldade  ser 

bastante  frequente  em  diversos  estudos.  Como  já  mencionado,  proteínas 

recombinantes são expressas em sistema procarioto, na sua grande maioria, como 

agregados insolúveis, chamados corpúsculos de inclusão. 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 proteínas expressas heterologamente em E. coli, apenas 22,7% era solúvel . 

Apesar de todas as limitações, a E. coli ainda é o organismo procarionte mais 

usado para expressão de proteínas heterólogas,  pelos motivos já discutidos.  Em 

contrapartida, os sistemas eucariontes também apresentam várias limitações para 

expressão  de  proteínas  heterólogas.  As  células  de  mamífero,  por  exemplo, 

necessitam de maiores cuidados no ambiente estéril e condições de manipulação 

estritamente  assépticas.  São  instáveis  quando  manipuladas  geneticamente  e 

produzem  proteína  com  baixo  rendimento  quando  comparadas  aos 

microorganismos.  Já  a  expressão  heteróloga  em fungos  é  de  difícil  controle  de 

expressão,  apresentando  ainda um mecanismo de  glicosilação  significativamente 

diferente  do  de  mamífero  .  Na  literatura,  há  várias  informações  referentes  à 

otimização das condições de expressão em  E. coli.  Contudo,  como as proteínas 

apresentam propriedades físico-químicas muito diferentes, as condições ideais de 

expressão podem variar enormemente .

4. IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES POR REAÇÃO COM ANTICORPOS ANTI-DM43  OU 
ANTI-CAUDA DE HISTIDINA

Para identificação indireta das proteínas recombinantes, as frações induzidas 

insolúveis  foram  submetidas  a  SDS-PAGE,  seguido  de  transferência  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 proteínas recombinantes 

foram  devidamente  reconhecidas  pelos  dois  anticorpos.  A  única  exceção  foi  o 

domínio 2 no pET101, comprovando mais uma vez que este recombinante não 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  reação  cruzada  inespecífica  com 

proteínas da bactéria parece pouco provável, uma vez que o padrão de bandas não 

é constante para todas as amostras.  É possível  que as bandas de maior  massa 

molecular  sejam  consequência  da  presença  de  oligômeros  não  desfeitos  nas 
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condições da eletroforese. As bandas de menor massa molecular da raia 4 podem 

ser resultado da degradação parcial da proteína thioFull. 

Figura 11: Western blotting das proteínas 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 padrão de massa molecular  pré-corado  Broad Range (Bio Rad).  Nas 

demais  raias,  os  recombinantes  (frações  induzidas  insolúveis)  solubilizados  em tampão  Tris-HCl 

200mM, NaCl 0,5 M, β-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0. Foram aplicados aproximadamente 

0,2 µg de cada proteína. 1= thioD1; 2= thioD2; 3= thioD3; 4= thioFull; 5= D1; 6= D2; 7= D3; 8= DM43 

nativa. 

5. IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES POR MS/MS

Para confirmação da identidade dos recombinantes, as bandas assinaladas 

pelas  setas  vermelhas  nas  Figuras  9  e  10  foram  cortadas,  tripsinizadas  e 

identificadas  no  espectrômetro  de  massas  MALDI-TOF/TOF,  no  modo  MS/MS, 

utilizando o banco de dados não-redundante do NCBI. Como os domínios (com ou 

sem fusão com a tiorredoxina) não existem isoladamente neste banco de dados, 

criamos um banco local com estas sequências, de modo a calcular automaticamente 

os  reais  percentuais  de  cobertura  obtidos  com  os  peptídeos  sequenciados.  Na 

Tabela 3, podemos observar que foi possível identificar, com confiabilidade, todas as 

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

transformada por pET101 ou pET102.

Proteína pI
Teórico

MW 
(kDa) Método Banco No. 

Peptídeos
Mascot 

Ion 
Score

Seqüência dos peptídeos
Massa 

experimental 
precursor 

(Da)

Cobertura
em relação à 
identificação

ID 

thioD1 5,21 27,6 MS/MS

Local 6

127
24
55
95
41

IIHLTDDSFDTDVLK
AMDPTPPLWIK
FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK
ILTSENDWTPLSAPVEVTGKEPK

1730.7177
1267.5485
1274.5254
2155.9202
2510.0965

23% thioD1

NCBI 3

56
100

FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK

1274.5254
2155.9202 14%

gi|21542401
Venom 

metalloproteinas
e inhibitor DM43

127 IIHLTDDSFDTDVLK 1730.7177 13%
gi|148071 

Thiorredoxin  
E.coli

thioD2 5,26 26,8 MS/MS

Local 3
109
34
26

IIHLTDDSFDTDVLK
LNIDHNPGTAPK
SSQTPSAEATFIVNSTGNYSCLYR

1730.7505
1275.5576
2652.0032

20% thioD2

NCBI 1 109 IIHLTDDSFDTDVLK 1730.7505 13%
gi|148071 

Thiorredoxin  
E.coli

thioD3 5,16 28,7 MS/MS

Local 4

52
31
63
39

IIHLTDDSFDTDVLK
ANFYILNDR
VFFDLTAVGPK
LEGKPIPNPLLGLDSTR

1731.7954
1125.5222
1193.5990
1819.9457

20% thioD3

NCBI 5

44
60
13

ANFYILNDR
FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK

1124.5105
1274.5874
2155.9915

13%

gi|21542401
Venom 

metalloproteinas
e inhibitor DM43

52 IIHLTDDSFDTDVLK 1730.7881 13%
gi|148071 

Thiorredoxin  
E.coli

thioFull 5,01 49,3 MS/MS

Local 8

69
20
51
16
68
8
58
14

IIHLTDDSFDTDVLK
AMDPTPPLWIK
FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK
ANFYILNDR
DGQETPVEVVPISDPMK
VFFDLTAVGPK
LEGKPIPNPLLGLDSTR

1730.8294
1267.6332
1274.6232
2156.0481 
1124.5431
1839.8402
1192.6187 
1818.9823

25% thioFull

NCBI 5

68
58
51
16

ANFYILNDR
VFFDLTAVGPK
FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK

1124.5431
1192.6187
1274.6232
2156.0481

17%

gi|21542401
Venom 

metalloproteinas
e inhibitor DM43

69 IIHLTDDSFDTDVLK 1730.8294 13%
gi|148071 

Thiorredoxin  
E.coli

D1 6,04 14,2 MS/MS

Local 3
15
71
117

AMDPTPPLWIK
FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK

1267.7024
1274.7051
2156.1787

32% D1

NCBI 2 71
117

FWLGPVTADNR
ILTSENDWTPLSAPVEVTGK

1274.7051
2156.1787 10%

gi|21542401
Venom 

metalloproteinas
e inhibitor DM43

D3 6,05 15,5 MS/MS

Local 6

66
28
16
133
116
29

ANFYILNDR
FSEREYDLEFK
DGQETPVEVVPISDPMK
NGPPIWSEDSNVLELDLSTGQK
LEGKPIPNPLLGLDSTR
TGHHHHHH

1124.5038
1461.6059
1839.8106
2398.0781 
1818.9411
998.3807

62% D3

NCBI 3
66
28
16

ANFYILNDR
FSEREYDLEFK
DGQETPVEVVPISDPMK

1124.5038
1461.6059
1839.8106

12%

gi|21542401
Venom 

metalloproteinas
e inhibitor DM43
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6. PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

Como mostrado anteriormente, as proteínas recombinantes foram obtidas na 

forma  de  corpúsculos  de  inclusão.  Estas  partículas  insolúveis  são  resultado  do 

acúmulo intracelular de proteínas superexpressas e parcialmente enoveladas, que 

se  agregam  através  de  interações  hidrofóbicas  e/ou  iônicas  .  Na  tentativa  de 

solubilização  das  proteínas  recombinantes,  os  corpúsculos  foram  incubados  à 

temperatura ambiente, por 12 h, sob agitação constante, em tampão Tris-HCl 200 

mM, NaCl 0,5 M, β-mercaptoetanol 5 mM, Uréia 8 M, pH 8,0. Nestas condições, há 

desnaturação total das proteínas e quebra das pontes dissulfeto que possivelmente 

se formam nas condições não-nativas dos agregados. Mesmo no tampão fortemente 

desnaturante,  não  conseguimos  solubilizar  completamente  os  agregados  dos 

corpúsculos, restando sempre um sedimento após a centrifugação final. 

No  sistema  pET  utilizado,  há  adição  da  cauda  de  histidina  às  proteínas 

recombinantes, possibilitando a rápida obtenção de proteínas através da purificação 

pela técnica de cromatografia de afinidade por íon metálico imobilizado (IMAC), com 

grau de pureza suficiente para os ensaios de atividade biológica. Desta forma, as 

proteínas solubilizadas em 8 M de Uréia foram misturadas v/v com tampão Tris-HCl 

20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, pH 7,4 e purificadas na coluna de afinidade 

carregada  com  níquel,  HisTrap  FF  crude.  Os  cromatogramas  obtidos  estão 

representados  nas  Figuras  12  e  13,  assim  como  os  perfis  eletroforéticos  dos 

recombinantes, eluídos com gradiente crescente linear de fosfato de sódio 20 mM, 

NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, Uréia 4 M, pH 7,4. 
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Figura 12: Perfis cromatográficos das proteínas recombinantes em coluna HisTrap FF crude. A coluna 

foi equilibrada com tampão A (fosfato de sódio 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM, Uréia 4 M, pH 

7,4) e a fração ligada à coluna foi eluída com gradiente crescente linear do tampão B (fosfato de sódio 

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 condições  redutoras,  das  frações  purificadas  de  thioD1,  thioD2  e  thioD3.  Os 

asterísticos indicam as frações utilizadas para preparar o pool de proteína recombinante. Na primeira 

raia de cada gel foi aplicado o padrão de massa molecular. 1= amostra de recombinante solubilizado 

aplicada na coluna;  2=  pool das frações não-ligadas à coluna;  3= frações individuais  eluídas da 

coluna (fração ligada). Géis corados com azul de Coomassie R-250.
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Figura  13:  Perfis  cromatográficos  das  proteínas  recombinantes  em  coluna  HisTrap  FF  crude, 

previamente equilibrada com tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM e 

Uréia 4 M. A eluição foi feita com gradiente crescente linear do mesmo tampão, contendo 500 mM de 

imidazol  e fluxo de 2,0 mL/min.  Ao lado,  SDS-PAGE 15%, em condições redutoras,  das frações 

purificadas de thioFull, D1 e D3. Os asterísticos indicam as frações utilizadas para preparar o pool de 

proteína recombinante. Na primeira raia de cada gel foi aplicado o padrão de massa molecular. 1= 

amostra de recombinante solubilizado aplicada na coluna; 2= pool das frações não-ligadas à coluna; 

3= frações individuais eluídas da coluna (fração ligada). Géis corados com azul de Coomassie R-250.
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7. RE-ENOVELAMENTO E DOSAGEM DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

Para  recuperar  a  conformação  nativa  de  proteínas  recombinantes  são 

descritos vários protocolos, utilizando condições e técnicas diversas. Infelizmente, 

não há uma fórmula padrão para todas as proteínas, e sim soluções diferentes para 

cada situação . No nosso caso, optamos por submeter as proteínas recombinantes 

solubilizadas, após purificação por afinidade em coluna de níquel, a diálises contra 

Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 ou PBS pH 7,4.  Num primeiro momento, 

utilizamos estes tampões acrescidos de 2 M de Uréia e, finalmente, fizemos diálises 

contra os tampões sem Uréia.

As  recuperações  proteicas  das  frações  obtidas  durante  todo  processo  de 

purificação estão mostradas na Tabela 4. Apesar do baixo rendimento, foi possível 

recuperar proteína solúvel nos casos de thioD1, thioD2 e thioD3. No caso de D1, D3 

e  thioFull  muito  pouca  quantidade  foi  recuperada  após  purificação  e  re-

enovelamento. Para D1 e D3, estes dados indicam que a presença da tiorredoxina 

foi importante para aumentar e manter a solubilidade dos recombinantes expressos 

na forma de corpúsculos de inclusão. De fato, sabe-se que, mesmo nos casos onde 

a  fusão  com a  tiorredoxina  não  produz  proteínas  recombinantes  solúveis,  ela  é 

capaz de aumentar a recuperação da proteína solúvel depois do re-enovelamento . 

No caso de thioFull, um dos motivos que pode ter contribuído para a insolubilidade é 

a presença de quatro pontes dissulfeto: uma em cada domínio de DM43 e mais uma 

da tiorredoxina. Proteínas com várias pontes dissulfeto, quando em estado reduzido, 

são  muito  instáveis  e  altamente  susceptíveis  à  agregação,  principalmente  nos 

primeiros estágios do re-enovelamento . 
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Tabela 4:  Recuperação proteica total  (em mg) das proteínas recombinantes obtidas nas diversas 

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

usando o método do BCA.

Recombinante 
(fração induzida 

insolúvel)
Em 8 M Uréia 

Em 4 M Uréia
(Pré-coluna)

Em 4 M Uréia
(Pós-coluna)

Em PBS
 pH 7,4

Em Tris-HCl
 20 mM, NaCl 150 

mM,
 pH 7,5 

thioD1 4,6 (100%) 3,2 (70%) 0,88 (19%) 0,64 (14%) 1,1 (24%)
thioD2 5,2 (100%) 3,8 (73%) 2,15 (48%) 1,21 (23%) 1,83 (35%)
thioD3 5,6 (100%) 4,7 (84%) 2,25 (40%) 1,40 (25%) 1,18 (21%)
thioFull 5,2 (100%) 0,44 (8,5%) 0 0,05 (1%) 0,12 (2,3%)

D1 4,2 (100%) ND 0 0 0,07 (1,7%)
D3 4,6 (100%) ND 0,14 (3%) 0,03 (0,7%) 0,5 (11%)

8. ANÁLISE DA INTEGRIDADE ESTRUTURAL DOS RECOMBINANTES POR DICROÍSMO CIRCULAR  

Antes  de  prosseguir  com  os  ensaios  de  atividade  biológica  dos 

recombinantes,  precisamos nos  certificar  de  sua  integridade  estrutural.  Devido  à 

baixa recuperação proteica, e em virtude das quantidades mínimas necessárias, só 

foi possível realizar esta análise com as proteínas recombinantes thioD1, thioD2 e 

thioD3.

O dicroísmo circular (CD) é uma técnica relativamente simples e poderosa para 

o  estudo  dos  elementos  de  estrutura  secundária  das  proteínas  em solução  (α-

hélices, folhas β pregueadas e estruturas randômicas), as quais contribuem para a 

formação da estrutura terciária das proteínas . 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 ângulo da polarização da luz incidente para a 

direita ou esquerda (elipticidade), que é medido pelo polarímetro. Os cromóforos que 

originam os espectros de CD em peptídeos e proteínas são as ligações amida, os 

resíduos aromáticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) e as pontes dissulfeto. 

Após a quantificação,  as  proteínas  recombinantes  thioD1,  thioD2 e thioD3 

foram mantidas a -20 ºC até o momento do experimento de CD. Foram feitos quatro 

espectros  de  cada  proteína  nos  dois  diferentes  tampões  usados  para  re-

enovelamento: Tris-HCl 20 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5; e PBS pH 7,4. As médias 

60



resultantes estão representadas na Figura 14 A e B. Sob o tampão Tris foi possível 

obter espectros de 200 nm a 260 nm; abaixo desta faixa, o sal do tampão interferiu 

na leitura. Com o tampão PBS, o espectro de CD pode ser ampliado para a faixa de 

190 nm a 260 nm. 
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Figura 14: Gráfico representativo dos espectros de dicroísmo circular das proteínas recombinantes 

thioD1, thioD2 e thioD3. (A) Espectros obtidos com as proteínas solubilizadas em tampão Tris-HCl 20 

mM +  NaCl 150 mM, pH 7,5; (B) Espectros obtidos com as proteínas solubilizadas em PBS, pH 7,4.
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De acordo com os espectros obtidos,  em ambos os tampões as proteínas 

recombinantes estão estruturadas, apresentando um espectro típico de estruturas α 

e  β misturadas,  mas  com  conteúdos  relativos  diferentes.  Podemos  avaliar  que 

thioD1 apresentou um maior conteúdo de estruturas  α, devido à presença de dois 

picos  negativos  a  208  nm  e  222  nm,  característicos  desta  estrutura.  ThioD2 

apresentou um único pico negativo a 210 nm, o que, entretanto, não caracteriza uma 

estrutura somente tipo β, já que o pico típico da estrutura β se localiza em 216  nm. 

Por  sua  vez,  thioD3  possui  um  único  pico  negativo  mais  próximo  de  216  nm, 

indicando que, das três proteínas recombinantes, deve ser a que apresenta maior 

conteúdo de estruturas β .

Usamos  o  software  PSIPRED,  disponível  em  servidor  público 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/),  para  predizer  a  estrutura  secundária  das 

proteínas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3. Os resultados são apresentados 

no anexo 1, figuras 34, 35 e 36. De acordo com a análise in silico, as três proteínas 

recombinantes devem apresentar uma mistura de estruturas α e β, confirmando os 

dados obtidos experimentalmente . Se os domínios tivessem sido expressos sem a 

fusão com a tiorredoxina, deveriam apresentar basicamente estruturas de folhas  β 

pregueadas,  características das proteínas tipo-Ig .  A mistura de estruturas  α +  β 

observada experimentalmente se assemelha à estrutura da tiorredoxina, que possui 

um único domínio com quatro folhas β pregueadas centrais e três α-hélices externas 

. 

9. ANÁLISE DA OLIGOMERIZAÇÃO

Durante  o  processo  de  renaturação  das  proteínas  recombinantes  in  vitro, 

frequentemente  há  formação  de  oligômeros,  resultado  da  interação  inespecífica 

(hidrofóbica)  entre  cadeias  polipeptídicas  totalmente  desnaturadas  ou  de 

associações incorretas entre intermediários parcialmente enovelados. A existência 

de  resíduos  de  cisteína  formando  diversas  combinações  de  pontes  dissulfeto 

também  pode  contribuir  para  a  oligomerização  .  Para  verificar  o  grau  de 

oligomerização das proteínas recombinantes obtidas neste trabalho, as submetemos 

a eletroforeses em gel  de poliacrilamida,  tanto em condições nativas,  quanto  na 

presença de SDS, com e sem β-mercaptoetanol (Figura 15). As proteínas também 
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foram analisadas por cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 200 

(Figuras  16)  e  MALDI-TOF  MS  no  modo  linear  (Figuras  17  e  18).  Para  os 

recombinantes  thioFull  e D3,  não recuperamos quantidade suficiente  de proteína 

solúvel para realizar estas análises de forma satisfatória.

Nos géis sob condições nativas (Figura 15 A), podemos observar as diversas 

formas oligoméricas das proteínas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3 (raias 2-

4), tanto na amostra dialisada contra tampão Tris-HCl, quanto na dialisada contra 

PBS.  Na  raia  1,  aplicamos  DM43  isolada  do  plasma  de  gambá,  sabidamente 

dimérica em condições nativas . As mesmas amostras, submetidas à análise por 

SDS-PAGE sob condições redutoras e não-redutoras (Figuras 15 B e C), mostraram 

perfis eletroforéticos bastante similares. Entretanto, a aparição de bandas fracas na 

região de 66 kDa ou acima desta região, nos géis sem  β-mercaptoetanol, parece 

indicar que uma fração minoritária dos recombinantes se liga covalentemente, muito 

provavelmente formando estruturas com mais de uma cadeia. 

Após análise das mesmas amostras por cromatografia de exclusão molecular 

(Figura  16),  detectamos  a  presença  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 eluído no volume de exclusão da coluna (Vo). As massas em torno de 40 

kDa provavelmente são referentes aos monômeros das proteínas recombinantes, 

seguidas de massas referentes a dímeros, trímeros e oligômeros maiores. Por MS, 

detectamos apenas as seguintes massas moleculares referentes aos monômeros: 

thioD1 = 27.654 Da; thioD2 = 26.831 Da; e thioD3 = 28.769 Da (Figuras 17 e 18).. 

Estes  dados  indicam  que  a  oligomerização  ocorre  fundamentalmente  devido  a 

interações  não-covalentes.  Estas  ligações  não  são  preservadas  no  processo  de 

ionização por MALDI, onde podemos observar, nos espectros de thioD1, thioD2 e 

thioD3, dois sinais majoritários; o primeiro refere-se ao íon de m/z com carga dupla, 

e o segundo refere-se ao íon monocarregado 
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Figura  15:  Análise  da  oligomerização  dos  domínios  recombinantes  de  DM43,  fusionados  com 

tiorredoxina,  por  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida.  Os  géis  da  esquerda  correspondem  às 

proteínas  recombinantes  re-enoveladas  após  diálise  em  tampão  Tris-HCl;  os  géis  da  direita 

correspondem às  proteínas  recombinantes  re-enoveladas  em tampão  PBS.  1=  DM43  nativa;  2= 

thioD1; 3= thioD2; 4= thioD3. Nos géis de SDS-PAGE, aplicamos padrão de massa molecular na 

primeira raia. Géis revelados pela prata (A) ou azul de Coomassie (B e C).
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Figura  16:  Análise  da  oligomerização  dos  domínios  recombinantes  de  DM43,  fusionados  com 

tiorredoxina,  por  cromatografia  de  exclusão  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 após 

calibração da coluna com proteínas de massas moleculares conhecidas.
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Figura 17: MALDI-TOF MS no modo linear das proteínas recombinantes thioD1 e thioD2. Em ambos 

os espectros são observados dois sinais majoritários correspondentes à proteína recombinante nas 

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

dois sinais majoritários correspondentes à proteína recombinante nas formas mono- e diprotonada.
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TESTES DE ATIVIDADE

Para  testar  a  atividade  biológica  dos  recombinantes,  avaliamos  sua 

capacidade de inibir a atividade proteolítica da SVMP jararagina  sobre azocaseina. 

O  método  para  determinação  da  atividade  proteolítica  de  enzimas  utilizando 

azocaseína foi inicialmente desenvolvido por Charney & Tomarelli  . A azocaseína 

utilizada como substrato é um derivado da caseína ao qual foi adicionado um grupo 

sulfanilamida,  de  coloração  alaranjada.  A  digestão  de  azocaseína  por  enzimas 

proteolíticas (ex.: jararagina) libera corante solúvel no meio, cuja quantidade pode 

ser facilmente estimada espectrofotometricamente, a 380 nm, após precipitação da 

proteína, pouco ou não digerida, por ácido tricloroacético. Desta forma, a intensidade 

de cor percebida no sobrenadante é função da atividade proteolítica da enzima em 

solução. 

Em todos os ensaios, utilizamos os recombinantes dialisados contra tampão 

Tris-HCl 20 mM,  NaCl 150 mM, pH 7,5,  que foram recuperados em quantidade 

suficiente.  A  Figura  19  mostra  que,  como  esperado,  a  atividade  proteolítica  da 

jararagina  sobre  azocaseína  (barra  1)  foi  inibida  pelo  quelante  de  metais  EDTA 

(barra 2) e por DM43 nativa (barra 19). Como controles, utilizamos os tampões de 

eluição da coluna de afinidade (fosfato de sódio 20 mM pH 7,4, contendo NaCl 500 

mM, imidazol 500 mM, Uréia 4 M) e também o tampão empregado na diálise. Ainda 

que o primeiro tenha interferido fortemente com a leitura a 380 nm (barra 16), as 

preparações dos recombinantes (barras 6, 10 e 14) não se mostraram diferentes do 

controle do tampão de diálise (barra 18). Estes dados indicam que a diálise foi eficaz 

em retirar todos os contaminantes do tampão utilizado para eluir os recombinantes 

da coluna de afinidade. As proteínas recombinantes usadas, thioD1, thioD2 e thioD3, 

não foram capazes de inibir a atividade azocaseinolítica da jararagina em nenhuma 

relação molar testada (barras 3-5, 7-9 e 11-13).

69



Figura 19: Análise da inibição da atividade azocaseinolítica da jararagina pelos domínios de DM43 

fusionados com tiorredoxina. Em todos os tubos, adicionamos a mesma quantidade de azocaseína 

como substrato e: 1= jararagina; 2= jararagina + EDTA; 3 a 5= jararagina + thioD1, nas relações 

molares indicadas; 6= thioD1; 7 a 9= jararagina + thioD2, nas relações molares indicadas; 10= thioD2; 

11 a 13= jararagina + thioD3, nas relações molares indicadas; 14= thioD3; 15= jararagina + tampão 

de eluição da coluna de afinidade;  16= tampão eluição da coluna de afinidade;  17= jararagina + 

tampão Tris-HCl usado na diálise; 18= tampão Tris-HCl usado na diálise; 19= jararagina + DM43/ 1:2 

mol/mol; 20= DM43. 

Como as proteínas recombinantes thioD1, thioD2 e thioD3 não apresentaram 

atividade biológica no experimento de azocaseína, é possível que esteja havendo 

interferência  da  tiorredoxina.  De fato,  em sistemas heterólogos,  a  fusão de uma 

proteína de interesse com outras proteínas pode influenciar, tanto em sua estrutura 

nativa,  quanto  em  sua  atividade  biológica  .  Para  comprovar  esta  hipótese, 

submetemos as proteínas recombinantes fusionadas à hidrólise com enteroquinase, 

que  possui  seu  sítio  de  ação  ([Asp]4Lys)  entre  a  tiorredoxina  e  os  domínios 

recombinantes,  como  já  descrito.  Entretanto,  após  vários  ensaios  variando 

condições,  constatamos  que  a  reação  de  hidrólise  não  era  muito  específica, 

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 proteína-alvo de sua proteína de fusão não costuma ser 

uma  tarefa  fácil.  Vários  problemas  podem ser  encontrados  com frequência,  tais 

como: baixo rendimento da clivagem, precipitação das proteínas de interesse, difícil 

otimização  das  condições  de  clivagem,  alto  custo  das  proteases  e  sua 

inespecificidade  .  Portanto,  ainda  que  não  tenhamos  conseguido  otimizar  as 
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condições para uma clivagem 100 % eficaz, decidimos testar a atividade do conjunto 

de espécies geradas pela ação da enteroquinase. De novo, analisamos a inibição da 

atividade azocaseinolítica da jararagina. Observamos que, assim como os domínios 

recombinantes em fusão com a tiorredoxina, o conjunto de espécies obtidas após 

incubação com a  enteroquinase  não inibiu  a  ação azocaseinolítica  da  jararagina 

(Figura 21). Infelizmente, existem poucas alternativas para expressão de proteínas 

em sistemas heterólogos usando moléculas de fusão que aumentam a solubilidade, 

sem interferir na estrutura e/ou na atividade dos recombinantes .
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Figura  20:  Análise  dos  domínios  recombinantes  de  DM43  fusionados  com  tiorredoxina,  após 

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

géis, em condições redutoras, foram revelados com azul de Coomassie R250. (B) Duplicatas dos géis 

de cima, após transferência das bandas para membranas de PVDF e revelação com anti-soro anti-

DM43. 1= padrão de massa molecular. 2= recombinante íntegro; 3= recombinante + enteroquinase. 

Figura  21:  Análise  da  inibição  da  atividade  azocaseinolítica  da  jararagina  pelos  domínios 

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

mesma  quantidade  de  azocaseína  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= tampão Tris-HCl usado na diálise. 
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Também fizemos testes  de  inibição  da  atividade  proteolítica  da  jararagina 

usando  fibrinogênio  bovino  como  substrato.  Esta  metaloprotease  cliva 

preferencialmente a cadeia Aα do fibrinogênio, liberando um polipeptídeo de 23 kDa 

, atividade totalmente inibida pela DM43 nativa . Portanto, testamos se os domínios 

de  DM43  recombinantes  fusionados,  isolados  ou  em  conjunto,  também 

apresentavam a mesma atividade inibitória. A Figura 22 mostra que thioD1, thioD2, 

thioD3, ou combinação destas três proteínas, não foram capazes de inibir a hidrólise 

do  fibrinogênio  pela  jararagina  (produtos  de  hidrólise  indicados  pelas  setas 

vermelhas).  Muito pelo contrário,  estes recombinantes pareceram funcionar como 

substratos,  sendo  também  hidrolisados  pela  jararagina  (setas  verdes).  Como 

controle positivo da inibição, utilizamos DM43 nativa, EDTA ou ortofenantrolina.

73



Figura  22:  Análise  da  inibição  da  atividade  fibrinogenolítica  da  jararagina  pelos  domínios 

recombinantes de DM43. Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE a 12 % e os géis, em 

condições 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= padrão de massa molecular; 2= 

fibrinogênio controle; 3= fibrinogênio + jararagina; 4= jararagina controle; 5= fibrinogênio + (jararagina 

+  recombinante/  1:2  mol/mol);  6=  fibrinogênio  +  (jararagina  +  recombinante/  1:10  mol/mol);  7= 

recombinante controle; 8= fibrinogênio + (jararagina + DM43 nativa/ 1:2 mol/mol); 9= DM43 nativa 

controle; 10= fibrinogênio + (jararagina + EDTA); 11= fibrinogênio + (jararagina + ortofenantrolina); 

12= tampão Tris-HCl usado na diálise; 13=  mesmo tampão + 20 % de metanol usado como veículo 

da ortofenantrolina. 

No  gel  D,  testamos  os  três  domínios  recombinantes  concomitantemente.  1=  padrão  de  massa 

molecular;  2=  fibrinogênio  controle;  3=  fibrinogênio  +  jararagina;  4=  jararagina  controle;  5= 

fibrinogênio + (jararagina + recombinantes/ 1:10 mol/mol); 6= thioD1 controle ; 7= thioD2 controle; 8= 

thioD3 controle; 9= fibrinogênio + (jararagina + DM43 nativa/ 1:2 mol/mol); 10= DM43 nativa controle; 

11= fibrinogênio + (jararagina + EDTA); 12= fibrinogênio + (jararagina + ortofenantrolina); 13= tampão 

Tris-HCl  usado  na  diálise;  14=  mesmo  tampão  +  20  %  de  metanol  usado  como  veículo  da 

ortofenantrolina. As setas vermelhas indicam os principais produtos de hidrólise do fibrinogênio e as 

setas verdes indicam os produtos de hidrólise das proteínas recombinantes
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Para confirmar a hidrólise dos recombinantes, os domínios em fusão 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 

condições redutoras e após  western blotting e revelação com anti-soro anti-DM43. 

Constatamos,  então,  a degradação destas proteínas recombinantes em todos os 

tempos analisados. 
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Figura  23:  Análise  dos  domínios  recombinantes  de  DM43  fusionados  com  tiorredoxina,  após 

incubação  com  jararagina.  (A)  SDS-PAGE  15%  das  amostras  em  condições  redutoras.  Géis 

revelados com azul de Coomassie R250. (B) duplicatas dos géis à esquerda, após transferência das 

bandas para membranas de PVDF e revelação com anti-soro anti-DM43. 1 e 7= padrão de massa 

molecular. 2= domínio íntegro controle; 3= domínio + jararagina, incubados por 5 min; 4= domínio + 

jararagina,  incubados por  10 min;  5= domínio  + jararagina,  incubados por  30 min;  6= jararagina 

controle; 8= padrão de massa molecular pré-corado. Todas as incubações foram feitas na relação 

enzima:recombinante 1:10 (mol/mol).  O tracejado indica que raias não contíguas de um mesmo gel 

foram aproximadas na imagem digital.
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Apesar de termos recuperado somente 0,5 mg de proteína solúvel no caso do 

recombinante D3 (sem fusão com a tiorredoxina) (Tabela 4), conseguimos testar sua 

atividade fazendo apenas um ensaio de inibição das atividades azocaseinolítica e 

fibrinogenolítica da jararagina. O domínio não-fusionado também foi incubado com 

jararagina  para  testar  sua  susceptibilidade  à  hidrólise.  A  Figura  24  mostra  uma 

pequena redução da atividade azocaseinolítica da jararagina na presença de D3. 

Entretanto, frente à atividade fibrinogenolítica da jararagina, a proteína recombinante 

D3  não  mostrou  qualquer  atividade  (Figura  25).  Interessantemente,  quando 

incubamos D3 com a  jararagina  (Figura  26),  o  domínio  se  mostrou  resistente  à 

degradação,  diferentemente  dos  demais  domínios  testados,  que estão  em fusão 

com a tiorredoxina.

Figura 24: Análise da inibição da atividade azocaseinolítica da jararagina pelo domínio D3 de DM43. 

Em  todos  os  tubos,  adicionamos  a  mesma  quantidade  de  azocaseína  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= tampão Tris-HCl usado na diálise. 
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Figura 25: Análise da inibição da atividade fibrinogenolítica da jararagina pelo domínio D3 de DM43. 

Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE 12 % e os géis, em condições redutoras, foram 

corados por azul de Coomassie R250. 1= padrão de massa molecular; 2= fibrinogênio controle; 3= 

fibrinogênio + jararagina; 4= jararagina controle; 5= fibrinogênio + (jararagina + D3/ 1:2 mol/mol); 6= 

fibrinogênio + (jararagina + recombinante/ 1:10 mol/mol); 7= recombinante controle; 8= fibrinogênio + 

(jararagina + DM43 nativa/ 1:2 mol/mol); 9= DM43 nativa controle; 10= fibrinogênio + (jararagina + 

EDTA); 11= fibrinogênio + (jararagina + ortofenantrolina); 12= fibrinogênio + jararagina + tampão Tris-

HCl usado na diálise; 13=  fibrinogênio + jararagina + tampão Tris-HCl usado na diálise + 20 % de 

metanol  usado  como  veículo  da  ortofenantrolina.  A  seta  vermelha  indica  o  principal  produto  de 

hidrólise do fibrinogênio. 

Figura 26: Análise do domínio recombinante D3 de DM43, após incubação com jararagina. (A): SDS-

PAGE 15% das amostras em condições redutoras. Géis revelados com azul de Coomassie R250. (B) 

Duplicatas  dos  géis  à  esquerda,  após  transferência  das  bandas  para  membranas  de  PVDF  e 

revelação com anti-soro anti-DM43. 1 e 7= padrão de massa molecular. 2= domínio íntegro controle; 

3= domínio + jararagina, incubados por 5 min; 4= domínio + jararagina, incubados por 10 min; 5= 

domínio + jararagina, incubados por 30 min; 6= jararagina controle; 8= padrão de massa molecular 

pré-corado.  Todas as incubações foram feitas na relação enzima:recombinante 1:10 (mol/mol).  O 

tracejado indica que raias não contíguas de um mesmo gel foram aproximadas na imagem digital. 

MM (kDa)

97

66

45

30

1    2     3     4    5    6     7    8     9   10   11   12  13

D3

MM (kDa)

97

66

45

30

1    2     3     4    5    6     7    8     9   10   11   12  13

D3

MM (kDa)

97
66
45
30

20,1

14,4

MM (kDa)
93,6
50,4
37,4
29

19,4

6,8

1    2 3 4         5         6        7 2 3 4         5         6        8 

D3

MM (kDa)

97
66
45
30

20,1

14,4

MM (kDa)
93,6
50,4
37,4
29

19,4

6,8

1    2 3 4         5         6        7 2 3 4         5         6        8 

D3

78



Em  resumo,  os  domínios  recombinantes,  quando  em  fusão  com  a 

tiorredoxina,  foram expressos e solubilizados com menos dificuldade.  Entretanto, 

não  só  não  inibiram  a  atividade  proteolítica  da  jararagina,  como  também  se 

transformaram em substratos desta metaloprotease tóxica. Já o domínio D3, sem a 

fusão com a tiorredoxina, se mostrou resistente à hidrólise pela jararagina e parece 

reduzir  a  atividade  azocaseinolítica  desta  metaloprotease,  entretanto,  não 

apresentou atividade de inibição no ensaio  com o fibrinogênio.  Infelizmente,  não 

conseguimos recuperar proteína solúvel em quantidade suficiente para observar o 

D3 por dicroísmo circular e caracterizar sua estrutura secundária. Segundo a análise 

teórica  pelo  software  PSIPRED,  a  estrutura  esperada  para  D3  é  constituída 

exclusivamente de folhas β pregueadas (Anexo 1, Figura 37), diferentemente deste 

mesmo domínio em fusão com a tiorredoxina, que apresenta espectro característico 

de uma mistura de  α-hélices e folhas  β pregueadas. Sabe-se que a glicosilação é 

um  dos  fatores  que  contribuem  para  aumentar  a  resistência  de  proteínas  à 

degradação proteolítica . No caso das proteínas recombinantes de DM43, os dados 

sugerem  que  a  resistência  à  proteólise  pode  estar  associada  à  conformação 

estrutural destas moléculas, já que nenhum dos recombinantes, resistentes ou não à 

degradação, era glicosilado. 

Em  relação  à  atividade  biológica,  é  possível  que  a  glicosilação  tenha 

participação  importante  e/ou  que  a  presença  de  mais  de  um  domínio  com 

conformação  nativa  seja  fundamental.  Na  DM43,  o  terceiro  domínio  não  é 

glicosilado. Como o D3 recombinante se mostrou pouco solúvel, é provável que, na 

proteína nativa, a presença dos outros dois domínios glicosilados seja importante 

para sua solubilidade. Segundo os dados teóricos de modelagem molecular , os dois 

maiores  loops de interação entre DM43 e a metaloprotease estão localizados no 

terceiro domínio. Assumindo o enovelamento correto do D3 recombinante, nossos 

resultados indicam que apenas estes dois loops não são suficientes para garantir a 

atividade biológica do inibidor. Outra possibilidade é que, de fato, estes  loops não 

correspondam à região de interação entre os dois ligantes.  
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10.ABORDAGEM DE BIOQUÍMICA CLÁSSICA: HIDRÓLISE LIMITADA DE DM43 NATIVA

Para avançarmos no estudo da relação estrutura-função, utilizamos também 

a abordagem bioquímica de proteólise da DM43 nativa isolada do soro do gambá . 

Sabe-se que as regiões inter-domínios das proteínas são geralmente mais flexíveis 

e susceptíveis à degradação proteolítica do que as localizadas internamente. Esta 

característica  vem  sendo  classicamente  explorada  em  diversos  trabalhos  de 

mapeamento  da relação estrutura-função de proteínas .  Pelo  menos um inibidor 

natural de veneno de serpente foi estudado desta forma. HSF, uma proteína anti-

hemorrágica  isolada  do  soro  de  Trimeresurus  favoviridis,  foi  digerida  por 

quantidades catalíticas  de papaína,  sem que houvesse perda expressiva de sua 

atividade  inibitória.  Após  clivagem  adicional  do  fragmento  ativo  por  brometo  de 

cianogênio, uma estrutura ativa ainda menor foi localizada na porção N-terminal do 

primeiro dos três domínios do inibidor. A caracterização estrutural deste fragmento 

mostrou que a atividade inibitória era consequência da presença de duas cadeias 

polipeptídicas unidas por uma ponte dissulfeto .

Inicialmente, submetemos a DM43 nativa a hidrólises limitadas com tripsina 

ou  quimotripsina  (relação  E:S  1:25  p/p),  retirando-se  alíquotas  em  diversos 

intervalos de tempo, como descrito no Material e Métodos. Os perfis eletroforéticos 

destas digestões podem ser observados na Figura 27 A. Os hidrolisados produzidos 

também foram testados quanto à capacidade de inibir a atividade azocaseinolítica da 

jararagina.  DM43  se  mostrou  bastante  susceptível  à  tripsina  utilizada,  gerando 

fragmentos  de  baixa  massa  molecular,  porém  sem  qualquer  atividade  inibitória 

(Figuras  27  B  e  C).  Por  outro  lado,  o  hidrolisado  de  quimotripsina  se  mostrou 

parcialmente  ativo  nos  diversos  tempos,  provavelmente  como  consequência  da 

presença de DM43 ainda íntegra, inclusive após 24 h de hidrólise. DM43 também foi 

incubada com papaína, mostrando-se resistente à hidrólise por esta enzima, mesmo 

depois de 24 h na relação E:S 1:10 p/p. Nas mesmas condições experimentais, o 

controle de albumina bovina foi prontamente digerido pela papaína (não mostrado).
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Figura 27: Ensaio de hidrólise limitada de DM43 nativa por tripsina ou quimotripsina (E:S 1:25 p/p). 

(A) SDS-PAGE 15 % em condições redutoras.  Géis revelados com azul de Coomassie R250: 1= 

padrão de massa molecular; 2= DM43 + enzima, tempo zero incubação; 3= DM43 + enzima, 1 h 

incubação; 4= DM43 + enzima, 3 h incubação; 5= DM43 + enzima, 6h incubação; 6= DM43 + enzima, 

24 h incubação; 7= controle tampão + enzima. (B) Ensaio de inibição da atividade azocaseinolítica da 

jararagina. Em todos os tubos, adicionamos a mesma quantidade de caseína como substrato e: Jar= 

jararagina; 0 h= jararagina + DM43 (tempo zero de incubação com tripsina ou quimotripsina); 1 h= 

jararagina + DM43 (1 h de incubação); 3 h= jararagina + DM43 (3 h de incubação); 6 h= jararagina + 

DM43 (6 h de incubação); 24 h= jararagina + DM43 (24 h de incubação); Branco= controle tampão + 

tripsina ou quimotripsina. (C) Mesmo experimento de inibição da atividade caseinolítica mostrado em 

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

Diante  dos  resultados  de  DM43  nativa  no  ensaio  de  proteólise  limitada, 

passamos a submetê-la à desnaturação, redução e alquilação, antes da hidrólise 

enzimática.  Para  hidrolisar  extensivamente  esta  preparação  de  DM43  e  tentar 

localizar  possíveis  peptídeos  ativos,  analisamos  sua  estrutura  primária  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 peptídeos de tamanho médio, preservando íntegras as regiões de loops que, pelo 

modelo teórico , seriam candidatas à interação com a metaloprotease. A enzima que 

melhor  preencheu  estes  requisitos  foi  a  endoprotease  Lys-C  (Roche),  que  cliva 

especificamente  a  ligação  peptídica  no  C-terminal  de  resíduos  de  lisina.  Desta 

forma, foram gerados aproximadamente 14 peptídeos de DM43 (Figura 28). Uma 

alíquota do hidrolisado foi analisada por cromatografia de fase reversa em coluna de 

C18. A comparação dos cromatogramas do hidrolisado (Figura 29 A) e da DM43 

íntegra (Figura 29 B) comprova a eficiência da hidrólise, já que não recuperamos 

qualquer fração de DM43 íntegra após 24 h de incubação com Lys-C. As massas 

moleculares  dos  peptídeos  gerados  após  hidrólise  de  DM43  por  Lys-C, 

determinadas experimentalmente por MALDI-TOF no modo linear, estão mostradas 

na Figura 29 C. 

Figura 28: Sequência de aminoácidos dos domínios de DM43. Os sítios de hidrólise de Lys-C estão 

indicados  pelas  setas.  Os  colchetes  em  vermelho  indicam  as  posições  dos  loops de  possível 

interação com as SVMPs. As caixas indicam os peptídeos de DM43 que interagiram com a jararagina. 
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Figura 29: Perfil cromatográfico 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 água (solvente A) e TFA 0,1 % em 

acetonitrila (solvente B). O programa de eluição utilizado foi: 25 %B por 5 min, 25-75 %B em 30 min, 

75 %B por 5 min. (A) Produto de hidrólise de DM43 pela Lys-C, e (B) DM43 íntegra; (C) MALDI-TOF 

no modo linear dos peptídeos da hidrólise de DM43.
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Para mapear a região de interação entre DM43 e jararagina, submetemos o 

hidrolisado,  antes  e  após  incubação  com a  metaloprotease,  à  cromatografia  em 

Superdex Peptide. Esta coluna de exclusão molecular tem resolução ótima entre 0,1 

e  7  kDa  e  limite  de  exclusão  de  20  kDa.  Assim,  em caso  de  interação  com a 

jararagina (52 kDa), os peptídeos deverão ser eluídos, não mais nos seus volumes 

de eluição característicos, mas no volume de exclusão da coluna. Na Figura 30 B, 

mostramos  o  cromatograma  do  hidrolisado  de  DM43  por  Lys-C  na  Superdex 

Peptide.  Após  incubação  com  jararagina,  o  perfil  cromatográfico  foi  modificado, 

percebendo-se  nitidamente  o  desaparecimento  de  dois  picos  peptídicos 

originalmente eluídos entre 10-13 mL (Figura 30 C). Na mesma figura, fica nítido o 

aumento  da  área do pico  referente  ao  volume de exclusão da coluna (7-9  mL), 

resultado da eluição da jararagina em associação com peptídeos de DM43. Apesar 

deste resultado, onde observamos o deslocamento de picos em virtude da interação 

com a jararagina, o hidrolisado total gerado após incubação de DM43 com Lys-C 

não  mostrou  atividade  inibitória  contra  a  proteólise  induzida  por  esta  SVMP. 

Igualmente,  DM43  desnaturada,  reduzida  e  alquilada  também  foi  incapaz  de 

neutralizar a atividade enzimática desta metaloprotease (Figura 31). 
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Figura  30:  Perfil  cromatográfico  em  coluna  Superdex  Peptide  HR  10/30  (GE  Healthcare).  As 

cromatografias  foram realizadas no modo isocrático,  a  0,5  mL/min,  em Tris-HCl  25  mM pH 7,5, 

contendo 20 mM de CaCl2.  (A) da jararagina; (B) dos peptídeos, produtos da hidrólise de DM43 pela 

Lys-C; e (C) dos peptídeos após incubação com a jararagina.
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Figura 31: Análise da inibição da atividade azocaseinolítica da jararagina pela DM43. Em todos os 

tubos,  adicionamos  a  mesma  quantidade  de  azocaseína  como  substrato  e:  1=  jararagina;  2= 

jararagina + DM43 desnaturada, reduzida e alquilada; 3= jararagina + produto de hidrólise de DM43 

pela Lys-C; 4= jararagina + DM43 nativa; 5= DM43 nativa; 6= tampão Tris-HCl usado na diálise.

Os picos do hidrolisado de DM43 por Lys-C, deslocados no cromatograma da 

Superdex  Peptide  em  função  da  interação  com  jararagina,  foram  coletados  e 

analisados por MS. O resultado mostrou que são constituídos por três peptídeos. 

Após sequenciamento por MS/MS (Anexo 1, Figuras 38, 39 e 40), cada um deles foi 

localizado em um domínio de DM43 (Figura 28, sequências destacadas por caixas), 

sugerindo, mais uma vez, a participação dos três domínios na atividade biológica do 

inibidor.  Interessantemente,  apenas  um  dos  peptídeos  corresponde  a  uma 

sequência de  loop  (96EPLPAPSLHAEPGPWILPGLETK118); os outros dois estão em 

posições  conservadas  e  possuem  sequências  homólogas 

(43DGELLSTLPVVGLVGK58  e 241DGQETPVEVVPISDPMK257);  nenhum  dos  três 

possui sítio de glicosilação previsto. Em concordância com este resultado, dados da 

literatura mostram que os sítios de interação das proteínas tipo-Ig com seus ligantes 

pode se localizar tanto nos  loops (regiões mais variáveis) quanto em regiões das 

fitas de folhas β pregueadas . Em alguns casos, sabe-se que a região de interação 

com o ligante também é formada por mais de um domínio tipo-imunoglobulina em 

sequência ; como parece ser o caso de DM43. 
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• Nesta tese, expressamos heterologamente DM43 completa e cada um dos três 

domínios  de  DM43,  em  fusão  com  a  tiorredoxina.  O  primeiro  e  o  terceiro 

domínios  também foram expressos sem a  fusão  com a  tiorredoxina.  Não foi 

possível  obter  o  segundo  domínio  sem  esta  fusão.  Após  solubilização  dos 

corpúsculos  de  inclusão,  purificação  e  re-enovelamento  dos  recombinantes, 

recuperamos  de  forma  solúvel  apenas  as  proteínas  recombinantes  thioD1, 

thioD2, thioD3 e D3. 
• A análise por CD foi possível nos casos de thioD1, thioD2 e thioD3, e mostrou a 

presença  de  proteínas  estruturadas  por  uma mistura  de  α-hélices  e folhas  β 

pregueadas, em concordância com as análises in silico, mas diferente do modelo 

tridimensional dos domínios da DM43 nativa.
• Os domínios  fusionados  com a  tiorredoxina  não  só  não  inibiram  a  atividade 

proteolítica da jararagina, como também se transformaram em substratos desta 

metaloprotease tóxica. O D3 não fusionado também parece não ter atividade, 

porém  apresentou  resistência  à  proteólise.  Estes  dados  sugerem  que  a 

resistência à proteólise está mais associada à conformação da molécula do que 

à sua glicosilação, uma vez que nenhum dos recombinantes, resistentes ou não 

à degradação, era glicosilado. Por outro lado, a glicosilação da DM43 parece ser 

importante para sua solubilidade, já que os domínios originalmente glicosilados 

só foram recuperados na forma solúvel quando fusionados à tiorredoxina. 
• Os dois  maiores  loops teóricos de interação entre DM43 e a metaloprotease, 

localizados no terceiro domínio, não foram suficientes para garantir a atividade 

inibitória de D3. Este resultado parece indicar que: a) a participação dos outros 

domínios é importante para a funcionalidade do inibidor e/ou; b) estes loops não 

correspondem à região de interação entre os dois ligantes.
• Sob  condições  desnaturantes,  a  digestão  extensiva  de  DM43  nativa  pela 

endoproteinase Lys-C produziu diversos peptídeos. Mesmo que estes peptídeos 

em conjunto não tenham mostrado atividade biológica contra a jararagina, três 

deles foram capazes de se ligar a esta SVMP. Após sequenciamento por MS/MS, 

cada peptídeo foi localizado em um domínio diferente de DM43 e nenhum deles 

apresentou sítio de glicosilação. 
• Em conjunto,  nossos  dados  sugerem que  a  glicosilação  é  importante  para  a 

solubilidade de DM43. Além disso, a participação conjunta dos três domínios de 

DM43  parece  ser  importante  para  sua  interação  com  as  SVMPs  e, 

consequentemente, para a inibição da atividade enzimática destas toxinas.
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CAPÍTULO VI. 
ANEXOS
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pET101 Início da sequencia de D2T7F  5’ → 3’

pET101 Início da sequencia de D1T7R  3’ → 5’

pET101 Início da sequencia de D3T7F  5’ → 3’

pET101 Início da sequencia de D2T7F  5’ → 3’ pET101 Início da sequencia de D2T7F  5’ → 3’

pET101 Início da sequencia de D1T7R  3’ → 5’ pET101 Início da sequencia de D1T7R  3’ → 5’

pET101 Início da sequencia de D3T7F  5’ → 3’ pET101 Início da sequencia de D3T7F  5’ → 3’

Anexo  1,  Figura  32:  Eletroferogramas  representativos  do  sequenciamento 

automático  dos  clones  obtidos  no  vetor  pET101.  A  =  seqüência  complementar 

reversa da região codificante para o domínio 1 de DM43 no pET101 obtida com 

iniciador T7R; B= seqüência da região codificante para o domínio 2 de DM43 no 

pET101  obtida  com  iniciador  T7F;  C=  seqüência  da  região  codificante  para  o 

domínio  3  de  DM43  no  pET101  obtida  com  iniciador  T7F.  Nas  seqüências 

correspondentes à região do vetor pET101, o códon de iniciação está sublinhado.

(A)

(B)

(C)
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pET102 Início da sequencia de D2T7F  5’ → 3’

pET102 Início da sequencia de DM43 completa T7F  5’ → 3’

pET102 Início da sequencia de D3T7R  3’ → 5’

pET102 Início da sequencia de D1T7F  5’ → 3’

pET102 Início da sequencia de D2T7F  5’ → 3’ pET102 Início da sequencia de D2T7F  5’ → 3’

pET102 Início da sequencia de DM43 completa T7F  5’ → 3’ pET102 Início da sequencia de DM43 completa T7F  5’ → 3’

pET102 Início da sequencia de D3T7R  3’ → 5’ pET102 Início da sequencia de D3T7R  3’ → 5’

pET102 Início da sequencia de D1T7F  5’ → 3’ pET102 Início da sequencia de D1T7F  5’ → 3’

Figura  33:  Eletroferogramas  representativos  do  sequenciamento  automático  dos 

clones obtidos no vetor pET102. D= seqüência da região codificante para o domínio 

1  de  DM43  no  pET102  obtida  com  o  iniciador  T7F;  E=;  seqüência  da  região 

codificante para o domínio 2 de DM43 no pET102 obtida com o iniciador T7F; F= 

seqüência complementar reversa da região codificante para o domínio 3 de DM43 

no pET102 obtida com o iniciador T7R; G= seqüência da região codificante para 

DM43 completa (Full) no pET102 obtida com o iniciador T7F.

(D)

(E)

(F)

(G)
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Figura  34:  Resultados  obtidos  com  o  programa  PSIPRED  para  a  predição  de 

estrutura  secundária  da proteína  recombinante  thioD1.  A seta vermelha  indica  o 

início da sequência de D1.

thioD1thioD1thioD1
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Figura  35:  Resultados  obtidos  com  o  programa  PSIPRED  para  a  predição  de 

estrutura  secundária  da proteína  recombinante  thioD2.  A seta vermelha  indica  o 

início da sequência de D2.

.

thioD2thioD2thioD2
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Figura  36:  Resultados  obtidos  com  o  programa  PSIPRED  para  a  predição  de 

estrutura  secundária  da proteína  recombinante  thioD3.  A seta vermelha  indica  o 

início da sequência de D3.

.
thioD3thioD3thioD3
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Figura  37:  Resultados  obtidos  com  o  programa  PSIPRED  para  a  predição  de 

estrutura secundária da proteína recombinante D3.

.

D3D3
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Figura 38: Sequenciamento por MS/MS do peptídeo do primeiro domínio de DM43 

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

Sequência: 43DGELLSTLPVVGLVGK58

m/z
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

     0

     2

     4

     6

     8

    10

    12

    14

    16

    18

    20

    22

[Abs. Int. * 1000]
b L L S T L P G L
y V V P L T S L D

301.563

414.445

527.472

472.401

615.027

571.931

715.691

671.608

828.711

768.613

925.680

881.320

981.971

1124.021

1069.009

1181.055

1182.608

1294.190

1481.954

1596.980
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Figura 39: Sequenciamento por MS/MS do peptídeo do segundo domínio de DM43 

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

Sequência: 96EPLPAPSLHAEPGPWILPGLETK118

m/z
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750

      0.00

      0.25

      0.50

      0.75

      1.00

      1.25

      1.50

      1.75

      2.00

      2.25

      2.50

      2.75

      3.00

      3.25

      3.50

      3.75

      4.00

      4.25

      4.50

      4.75

[Abs. Int. * 1000]
a A E I
b H A E P G P W I L L E T K
y L I W P G P E A H L L P E

226.908

437.989

489.739

644.171

756.924

805.293

870.127

942.135

1057.323

1012.960

1153.274

1142.421

1210.064

1239.384

1307.742

1296.116

1436.520

1393.692

1507.630

1579.551

1644.610

1692.593

1757.472

1805.850

1941.808

1960.112

2072.265

2109.873

2202.046

2223.002

2302.843

2320.141

2431.012

2449.624
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Figura 40: Sequenciamento por MS/MS do peptídeo do terceiro domínio de DM43 

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

Sequência: 241DGQETPVEVVPISDPMK257

m/z
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

     0

     1

     2

     3

     4

     5

     6

     7

     8

     9

    10

    11

    12

    13

    14

    15

    16

    17

[Abs. In t. * 1000]
a M K
b E T P V E V V
y D S V V E T D

300.910
b 3

375.021
y 3

429.750
b 4

489.562
y 4

530.921
b 5

576.746
y 5

627.531
b 6

726.885
b 7

787.305
y 7

855.943
b 8

886.043
y 8

955.054
b 9

985.120
y 9

1054.243
b 10

1114.474
y 10

1265.606
b 12

1310.658
y 12

1411.760
y 13

1466.364
b 14

1726.044
y 16

1841.001
y 17
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Anexo 2: Artigos gerados durante a tese onde a doutoranda teve participação ativa como 

responsável pela Bioinformática.

Submetido à 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,†,# Patrícia B. 
Jurgilas,†,# Patrícia T. Bozza,‡ Fernando A. Bozza,§ Jonas Perales,†,# and Ana G.C. Neves-

Ferreira,*,†,#

Lab. Toxinologia and Lab. Imunofarmacologia, Pavilhão Ozório de Almeida, Instituto Oswaldo Cruz 
and Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas. Fiocruz, Av. Brasil 4365, 21040-900 Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil; Rede Proteômica do Rio de Janeiro.

*TO WHOM CORRESPONDENCE SHOULD BE ADDRESSED. PHONE: +55-21-2598-4393 EXT. 233. FAX: +55-21-2590-
9490. EMAIL: ANAG@IOC.FIOCRUZ.BR.
†LAB. TOXINOLOGIA, FIOCRUZ. 
‡LAB. IMUNOFARMACOLOGIA, FIOCRUZ.
§Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas, Fiocruz.
#Rede Proteômica 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,  α1-antichymotrypsin,  vitamin D-binding protein,  fibrinogen γ-
chain, α1-acid glycoprotein, apolipoprotein J and complement component C3b), while 6 others had 
decreased  expression  in  the  same  samples  (α-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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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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