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Resumo

A toxicidade do veneno das serpentes do género Bothrops é resultante da acdo integrada de
varias toxinas, entre elas as fosfolipases A2 (PLAS). Entre o grupo das PLA2S, ha as PLA:S
ativas enzimaticamente e as PLAs desprovidas de atividade enzimatica, denominadas proteinas
PLA-like. Apesar de sua inatividade enzimatica, as proteinas PLA»-like desses venenos
possuem potente acdo miotdxica local; efeito o qual o soro antiofidico ndo é capaz de neutralizar
efetivamente. Tendo em vista as limitagdes da soroterapia, é necessario compreender como essas
miotoxinas agem localmente. Uma abordagem eficaz € o estudo estrutural-funcional destas
estudar a relacdo estrutura-funcéo da BnSP-7 e sua isoforma BnSP-6, duas miotoxinas PLA-like
do veneno de Bothrops pauloensis, através de sua interacdo com acidos graxos. Deste modo,
essas proteinas foram obtidas a partir do veneno bruto de B. pauloensis por cromatografia
liquida de troca ibnica seguida por cromatografia em fase reversa. As fracdes obtidas foram
analisadas por espectrometria de massa para a confirmagdo de ambas as identidades, no entando
néo foi possivel identifica-las. Foi observado por técnica de espectroscopia de dicroismo circular
a preservacao das estruturas secundarias dessas toxinas (enovelamento referente a PLA?). Foram
obtidos cristais da amostra purificada apds 21 dias de incubacdo a 283 K e por esses dados
cristalogréaficos verificou-se que a amostra possuia a sequéncia da proteina BnSP-7. Além disso,
no intuito de estudar as regides de importancia funcional destas toxinas foi procurada a obtengéo
da BnSP-7 por expressdo heteréloga em sistema eucarioto (Pichia pastoris). N&o foi possivel
induzir a levedura a produzir a proteina recombinante, porém ha perspectivas quanto ao sucesso
da expressao heterdloga. A expressdo do modelo molecular da proteina BnSP-7 abrird caminhos
para atestar hipdteses prévias dos dominios estruturais que sdo responsaveis pela atividade

dessas toxinas, assim como 0s mecanismos de inibicdo propostos.

Palavras-chave: Proteina recombinante, BnSP-6, BnSP-7, Proteinas fosfolipase Ax-like,

Cristalografia, Veneno de serpente, Veneno botropico.



Abstract

The toxicity of Bothrops venom is the result of the integrated action of several toxins, including
phospholipases A2 (PLA2S). Among the group of PLA:s, there are the enzymatically active
PLAs and the PLA2s devoid of enzymatic activity, called PLA>-like proteins. Despite their
enzymatic inactivity, the PLA-like proteins of these poisons have a potent local myotoxic
action; an effect that the anti-oxyde serum is not able to neutralize effectively. Given the
limitations of serotherapy, it is necessary to understand how these myotoxins act locally. An
effective approach is the structural-functional study of these toxins with potential inhibitors or
activators. Therefore, the present study aims to study the structure-function relationship of
BnSP-7 and its BnSP-6 isoform, two PLA>-like myotoxins from Bothrops pauloensis venom,
through their interaction with fatty acids. Thus, these proteins were obtained from the raw
venom of B. pauloensis by ion exchange liquid chromatography followed by reverse phase
chromatography. The fractions obtained were analyzed by mass spectrometry to confirm both
identities, but it was not possible to identify them. The preservation of secondary structures of
these toxins (entanglement related to PLA2) was observed by circular dichroism spectroscopy
technique. Crystals were obtained from the purified sample after 21 days of incubation at 283 K
and by these crystallographic data it was found that the sample had the BnSP-7 protein
sequence. In addition, in order to study the regions of functional importance of these toxins,
BnSP-7 was obtained by heterologous expression in a Eucharistic system (Pichia pastoris). It
was not possible to induce yeast to produce recombinant protein, but there are prospects for the
success of heterologous expression. The expression of the molecular model of the protein BnSP-
7 will open ways to attest previous hypotheses of the structural domains that are responsible for

the activity of these toxins, as well as the proposed inhibition mechanisms.

Keywords: Recombinant protein, BnSP-6, BnSP-7, Phospholipase A-like proteins,

Crystallography, Snake venom, Bothropic venom.
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Introducao e objetivo



1.1 Acidentes ofidicos

A ocorréncia de acidentes ofidicos em humanos é resultado de um comportamento de
defesa quando as serpentes se sentem em perigo, provocando perfuracdo ou arranhaduras vindas
de envenenamento ou ndo, e dependendo da espécie da serpente, 0 caso se agrava a uma
dilaceracédo tecidual (SANDRIN et al., 2005). Os acidentes ofidicos sdo considerados um sério
problema de salde publica, principalmente em paises de clima tropical e subtropical. As
estimativas anuais chegam a 150 mil 6bitos em todo o mundo e esse nimero pode ser ainda
maior devido as subnotificacdes nas areas negligenciadas da América Latina, Africa e Asia
(KASTURIRATNE et al., 2008; PINHO; PEREIRA, 2001). Normalmente, a falta de notificagcdo
em alguns casos deve-se a demora no acesso aos servigos de salde ou mesmo a auséncia desses
servigos. Outro agravante refere-se a0 modo como partes dessas vitimas costumam realizar o
tratamento, optando por métodos de prética tradicional (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

No Brasil, os acidentes ocasionados por animais peconhentos ocupam a segunda posi¢ao
no ranque de envenenamento, logo apos os casos de intoxicacdo por medicamentos (Fundagéo
Oswaldo Cruz, 2013). De acordo com o ultimo boletim publicado pelo Ministério da Saude, o
ano de 2017 apresentou-se com o maior numero (em toda a série historica avaliada) de acidentes
no trabalho ocasionados por animais peconhentos, sendo as serpentes a causa da maior parte
desses acidentes (n = 45.763), seguidas por escorpides (n = 22.596) (BRASIL, 2019).

A situacdo do cenério brasileiro referente aos casos de envenenamento por serpentes é
regularmente fornecida pelo Ministério da Saude, que reportou cerca de 443 mil casos de
acidentes ocorridos entre os anos de 2000 e 2018, com uma taxa de incidéncia de 13,8 acidentes
por 100.000 habitantes e mais de 1.800 casos evoluindo a 6bito (BRASIL, 2019). Assim, estima-
se que ocorram anualmente cerca de 20.000 casos de envenenamento por serpentes no Brasil,
colocando o pais em primeiro lugar no ranque da América do Sul (BRASIL, 2019). A regido
Norte do Brasil é caracterizada por apresentar a maior taxa de incidéncia anual desses acidentes
(52,4 cas0s/100.000 habitantes) e o Sul como a regido brasileira que apresenta 0 menor indice
(7,6 acidentes/100.000 habitantes) (Figura 1). No entanto, a regido Nordeste apresentou em 2018
0 maior numero de oObitos (42), seguida da regido Norte (26), Sudeste (21), Centro-oeste (11) e
Sul (6) (BRASIL, 2019). Além disso, os dados epidemiolégicos permitem indicar o clima como
um fator importante da ocorréncia de acidentes ofidicos, pois 0s meses mais quentes e chuvosos
do ano concentram o maior nimero de registros de acidentes (BOCHNER; STRUCHINER,
2002). Outro fator agravante refere-se ao aumento do trabalho no campo para desempenho de
atividades agropecuarias, principalmente entre os trabalhadores do sexo masculino de faixa
etaria entre 10 e 49 anos (WARRELL, 2012). Tais dados epidemiol6gicos ndo sofreram
alterac6es nos Gltimos 100 anos (BOCHNER; STRUCHINER, 2002).
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Figura 1. Incidéncia anual do ofidismo nas regides do Brasil. Adaptacdo de Ministério
da Salde (2019).

No final do século XIX, a primeira descricdo de uma possivel terapia para envenenamento
por mordidas de serpentes foi relatada por Vital Brazil. Este, apds ler um relatério de soro para
serpente do género Naja, resolveu comprar soros monovalentes para venenos de serpentes dos
géneros Bothrops e Crotalus (denominadas popularmente como jararacas e cascavéis,
respectivamente), as principais serpentes de importancia médica no Brasil (LUNA et al., 2011).
Como respaldo aos resultados dos relatérios de Vital Brazil (1865-1950), no final da década de
1980 ocorreu a primeira demonstracdo da especificidade do soro antiofidico, possibilitando o
desenvolvimento do primeiro soro polivalente para uso terapéutico (HAWDOOD, 1992). Desde
0 século XIX até os dias atuais, se imunizavam cavalos com venenos de Bothrops e Crotalus e
observavam as diferentes reacdes para obtencdo do soro antiofidico, como descrito em oficios de
Vital Brazil (PIEDADE et al., 2015; GUTIERREZ et al., 2006). Essa terapia desenvolvida ha
mais de um século por Vital Brazil ainda permanece como o Unico tratamento disponivel para os
envenenamentos ofidicos (CARDOSO et al.,, 2003). E apesar de sua eficacia na neutralizacdo
dos efeitos sisttmicos do envenenamento, o soro ndo apresenta a mesma eficiéncia contra 0s
efeitos locais. A ineficacia do tratamento ndo € decorrente da falta das imunoglobulinas (1gG) no
soro antiofidico, mas é consequente do acelerado desenvolvimento dos sintomas no local,
causando danos teciduais irreversiveis (GUTIERREZ; OWNBY, 2003). Deste modo, se faz
necessario uma maior compreensdo da acdo de alguns componentes existentes nas peconhas,

principalmente aqueles envolvidos nos sintomas locais.



1.2 Fosfolipases Az

A mionecrose, corresponde a um dos mais proeminentes efeitos locais do envenenamento
ofidico e pode ser promovida diretamente por proteinas miotoxicas (LOMONTE et al., 2003).
Tais proteinas denominadas como miotoxinas podem ser subdivididas em trés grupos principais,

como ilustrado abaixo (Figura 2).

MIOTOXINAS

Miotoxinas Miotoxinas Cardiotoxinas
“pequenas” | PLA, |

: NeUI’O.téXica N&o-neurotoxica Basica, n3o-enzimética,
Bdsica, ndo-enzimatica, monor’nér’ic.a (62
monomérica (42-45 Bdsica, monomérica (~ 120 aminodcidos)
aminodcidos) aminodcidos) ou
heterodimero com PLA, Miotoxinas Asp49 PLA,
ativas e neurotoxidade pré ativas enzimaticamente
sinaptica Miotoxinas :

lys49/Ser49 PLA,
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Basica, monomérica
(~120 aminodcidos) ou
dimérica com atividade

: de PLA,
Basica, monomérica
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Figura 2. Classificacdo e caracteristicas gerais das miotoxinas dos venenos de serpentes. Lys49, Ser49 e Asp49
referem-se aos residuos de aminoécidos de lisina, serina e acido aspartico na posicdo 49 (RENETSEDER et al.,
1985) de sua respectiva fosfolipase A, (PLA2) miotoxica. Adaptacdo de LOMONTE et al. (2003).

Nessa classificacdo, o grupo das “miotoxinas pequenas” compreende toxinas de baixo
tamanho molecular (cerca de 4.000 Da), constituidas por 42 a 45 residuos de aminoacidos com
homologias sequenciais e mantidas por trés pontes dissulfeto (LEITE, 2004). O grupo das
fosfolipases A2 (PLA2S) miotoxicas representa 0 grupo mais diverso e com outras subdivisoes,
conforme a presenca ou auséncia de atividade neurotoxica e/ou enzimatica (LOMONTE et al.,
2003). Por fim, o grupo das cardiotoxinas compreende as miotoxinas de massa molecular entre
6.000 a 7.000 Daltons, constituidas por cerca de 65 residuos de aminoacidos e mantidas por 4
pontes dissulfeto (LEITE, 2004). Assim, entre esses grupos se evidenciam as PLA2, as quais
estdo relacionadas na interferéncia de processos fisioldgicos das vitimas do envenenamento,
desencadeando efeitos farmacologicos e fisiopatologicos (LOMONTE et al., 2003). Tais efeitos
sdo caracterizados principalmente pela mionecrose de tecidos moles e no desenvolvimento da
sindrome compartimental nos casos mais graves (GUTIERREZ; LOMONTE 1995). Deste

modo, h& perda funcional do membro afligido e possivel necessidade de amputacéo,
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corroborando a ineficiéncia do soro antiofidico ao efeito local do envenenamento (OTERO et
al., 2002).

As PLA:s (E.C. 3.1.1.4) séo enzimas lipoliticas que hidrolisam particularmente a ligacéo
acil-éster, na posicdo sn-2 dos glicerofosfolipideos, liberando lisofosfolipideos e acidos graxos
(DENNIS et al., 2011). Os produtos gerados da catéalise dessas enzimas correspondem a
precursores de moléculas de sinalizacdo, que exercem uma gama de funcdes bioldgicas
(SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Os lisofosfolipideos liberados estdo relacionados a processos
de sinalizacdo da célula e em alteracBes no citoesqueleto, promovendo a remodelagem dos
fosfolipideos de membrana, atuando também como precursores de mediadores lipidicos em
processos inflamatérios e FAP (fator de ativacdo plaquetaria) (PRESCOTT et al., 2000; KUDO;
MURAKAMI, 2002). E os &cidos graxos, especialmente o acido araquiddnico, desempenham
um importante papel como precursores na conversdo de eicosanoides, 0s quais possuem uma
ampla variedade de funcGes na sobrevivéncia celular (especialmente na inflamacao, imunidade e
como mensageiros do sistema nervoso central) (TSUBOI et al., 2002).

Atualmente, a superfamilia das PLA>s esta dividida em 16 grupos (DENNIS et al., 2011),
0s quais estdo distribuidos em seis categorias classificadas de acordo com suas caracteristicas,
tais como mecanismo catalitico, propriedades funcionais e estruturais (SCHALOSKE; DENNIS,
2006; DENNIS et al., 2011). Assim, esses 16 grupos foram devidamente distribuidos entre (1) as
PLA:s de baixa massa molecular e extracelulares, denominadas como secretadas ou pancreaticas
(SPLA>), (I1) as PLA: de alto peso molecular, intracelulares e citosolicas (cPLA?), (I11) as PLA>
lipossomais, (IV) as PLA; independentes de Ca?* (iPLA,), (V) as acetil-hidrolases de fator de
ativacdo plaquetaria (PAF-AH) e (VI) as PLA: especificas de tecido adiposo (DENNIS et al.,
2011).

As PLA2s secretadas (SPLA:) sdo um grupo de enzimas com massa molecular de
aproximadamente 14-18 kDa, apresentando de 6 a 8 ligacOes dissulfeto, um residuo de histidina
em seu sitio ativo proximo de um conservado residuo de acido aspartico e a necessidade do ion
Ca?* para realizar a catalise (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; DENNIS et al., 2011). As PLAs
do veneno de serpentes sdo classificadas como sPLA, dos grupos | e Il, os quais sdo
constituidos respectivamente pelas PLA»s dos venenos de serpentes elapideas e das serpentes
viperideas (II) (HENRIKSON et al., 1977; BURKE; DENNIS, 2009). Essa classificacdo foi
dada de acordo com o grau de homologia das estruturas, das posi¢cdes das ligacdes dissulfeto e
dos loops (SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Deste modo, as PLA2s dos venenos das serpentes
dos géneros Bothrops e Crotalus estdo relacionadas ao grupo I, especificamente no subgrupo
[1A (SIX; DENNIS, 2000; SCHALOSKE; DENNIS, 2006; BURKE; DENNIS, 2009).



1.3 Proteinas PLA2-simile (PLA:-like)

Em 1984, um estudo dos venenos de Agkistrodon piscivorus piscivorus e Bothrops atrox,
identificou os primeiros exemplares de um grupo de proteinas estruturalmente semelhantes as
PLA2s (MARAGONORE et al., 1984). Essas proteinas apresentaram algumas alteragdes como a
substituicdo do residuo de acido aspartico na posicdo 49 (Asp49) pelo residuo de lisina (Lys)
(MARAGONORE et al., 1984). Essas proteinas sdo desprovidas de atividade catalitica por sua
incapacidade de coordenacdo do ion célcio, a qual é devida as muta¢Ges nos residuos de tirosina
(Tyr28) e de acido aspartico (Asp49) (FERNANDES et al., 2010; FERNANDES et al., 2014).
As caracteristicas decorrentes dessas mutagcdes fazem com que essas toxinas sejam distintas das
PLAs, sendo entdo denominadas como proteinas PLA2 homoélogas (ARNI; WARD, 1996)
depois recentemente reclassificadas como proteinas PLA,-like (FERNANDES et al., 2014).

Apesar da auséncia de atividade enzimética das PLA-like, essas proteinas mantém a
capacidade de comprometer a integridade de membranas biologicas (eucaridticas e
procaridticas) e artificiais (LOMONTE et al., 2003). E assim, tais toxinas sdo capazes de
proporcionar diversos efeitos toxicos in vitro e in vivo (LOMONTE et al., 2003). Contudo, 0s
exatos mecanismos pelos quais este mecanismo nao-catalitico ocorre ndo estdo totalmente
elucidados. Pela andlise extensiva dos dados estruturais e funcionais de diversas proteinas PLA>-
like de veneno de serpentes viperideas, recentemente foi proposto (e j& complementado) o
mecanismo de acdo mais detalhado até entdo dessas proteinas (Figura 3). Assume-se uma
consideravel importancia da conformacdo dimérica das proteinas PLA2-like e de trés regides
especificas: (1) o canal hidrofobico; (I1) o sitio catibnico de ancoragem a membrana (MDoS), o
qual é formado pelos residuos catidnicos expostos (tais como Lys115, Argl118, Lys20, Lys80,
Lys122 e Lys127); e (ll) o sitio hidrofébico de desestabilizagdo da membrana (MDIiS),
constituido pelos residuos hidrofobicos Leul2l e Phel24 (FERNANDES et al., 2014). Deste
modo, essas toxinas em seu estado inativo sdo “alostericamente” ativadas pela entrada de uma
molécula de &cido graxo no canal hidrofébico de cada mondmero. A estabilizacdo da
conformacdo ativa dessas toxinas promove o alinhamento dos residuos catiénicos do MDoS de
ambos os monémeros, aumentando a eficiéncia de interacdo com o grupo fosfatidil dos lipidios
da membrana. Assim, os residuos hidrofébicos do MDiS tém a possibilidade de penetracdo na
camada lipidica da membrana e promover consequentemente sua desestabilizacdo
(FERNANDES et al., 2013, FERNANDES et al.,2014; BORGES et al., 2017).
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Figura 3. Mecanismo miotoxico proposto das proteinas PLA,-like. A entrada do acido graxo no canal hidrofébico
da proteina leva a uma ativagdo “alostérica” da proteina pela reorientagdo do dimero. Na forma ativa, 0 MDoS e
MDiS ficam alinhados no mesmo plano, expostos ao solvente. A regido MDoS estabiliza a proteina na membrana
pela interagdo entre residuos carregados e a porcdo hidrofilica do fosfolipidio. Em seguida, a regido MDiS
desestabiliza a membrana pela insercdo de residuos hidrofobicos, levando a morte celular. Adaptado de
FERNANDES et al. (2014).

1.4 Moléculas inibidoras de PLA>s

Devido a ineficiéncia do soro antiofidico contra os efeitos locais do envenenamento
(WARRELL, 1992), bem como sua escassez em regides negligenciadas (GUTIERREZ et al.,
2010; WARRELL et al., 2010), sdo buscadas fontes alternativas ao tratamento convencional.
Assim, diversas espécies vegetais medicinais apresentam uma grande fonte de compostos
bioativos que podem auxiliar diretamente contra os efeitos do envenenamento, ou indiretamente,
como complemento & soroterapia antiofidica (SOARES et al., 2005; GUIMARAES et al., 2014).
Deste modo, estudos abordando a interacdo das proteinas PLA»-like com biomoléculas
inibidoras de sua atividade podem levar a melhor compreensdo sobre o mecanismo de acéo
destas proteinas. Nesse sentido, diversos trabalhos foram realizados com tal objetivo sob
diferentes abordagens estruturais e funcionais destas toxinas (TICLI et al., 2005; DOS SANTOS
et al., 2011; FERNANDES et al., 2015; SALVADOR et al., 2015; BORGES et al., 2017;



CARDOSO et al., 2018; SALVADOR et al., 2019; CARDOSO et al., 2020). Estes estudos
estruturais e funcionais mostraram o potencial dos acidos rosmarinico, cafeico, aristoloquico,

chicdrico e caftarico, da suramina e de fons Zn?* em inibir as proteinas PLA-like.

1.5 Bothrops pauloensis e as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6

Aproximadamente 13 mil espécies de serpentes existem no mundo, com 386 espécies
catalogadas no Brasil dentre as quais 60 s&o consideradas pegonhentas (BRASIL, 2019).
Todavia, apenas espécies de 3 familias sdo de interesse médico no Brasil, sendo elas: Viperidae
(pelas serpentes do género Bothrops, Bothrocophias, Lachesis e Crotalus), Elapidae (pelas
serpentes do género Micrurus e Leptomicrurus) e Dipsadidae (pelas serpentes do género
Boiruna e Philodryas) (FERNANDES et al., 2008; SANDRIN et al., 2005). Entre tais géneros,
as serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus sdo as responsaveis pelos
acidentes com envenenamentos (BRASIL, 2019). O dominio das serpentes do género Bothrops
(popularmente conhecidas como jararacas) abrange toda a Ameérica Latina, sendo responsaveis
por aproximadamente 85% dos casos dos acidentes ofidicos (BOCHNER; STRUCHINER,
2003; RIBEIRO; JORGE 1997).

A serpente Bothrops neuwiedi pauloensis (RODRIGUES et al., 1998) foi reclassificada
em 2009 como Bothropoides pauloensis pela Sociedade Brasileira de Herpetologia, depois de
uma andlise combinada de caracteres morfologicos e moleculares de 32 espécies de Bothrops, 6
espécies de Bothriopsis e 5 espécies de Bothrocophias (FENWICK et al., 2009). Atualmente,
esta espécie € denominada como Bothrops pauloensis, voltando a taxonomia tradicional
(CARRASCO et al., 2012). Essa serpente é conhecida popularmente como jararaca pintada,
boca de sapo, jararaca do rabo de 0sso e do rabo branco, sendo estes dois ultimos devido ao fato
dos animais adultos apresentarem a extremidade da cauda clara, geralmente de cor amarelada.
Assim, essa serpente utiliza dessa caracteristica para atrair a presa, ficando enrodilhada e
movimentando a extremidade clara da cauda, semelhante a um verme, atraindo pequenos
anfibios (BELLUOMINI, 1987). Além disso, a B. pauloensis é encontrada preferencialmente em
habitats umidos no Brasil e na regido meridional da América do Sul (1ZIDORO et al., 2003),
sendo a terceira responsavel pelos acidentes no estado de Sdo Paulo e a maior responsavel na
regidao Nordeste (ROJAS et al., 2005).

A peconha de B. pauloensis consiste de cerca de 30% de PLA2s, entre as quais podem ser
isoladas as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6 (RODRIGUES et al., 2012). Ambas sdo miotoxinas
PLA:-like, as quais apresentam a mutagdo por residuo de lisina da posi¢do 49, massa molecular
entre 13,5 e 14 kDa e ponto isoelétrico de 8,8 (RODRIGUES et al., 1998). Essas toxinas

possuem elevado grau de identidade com outras proteinas dessa subclasse (RODRIGUES et al.,



1998; MAGRO et al., 2003) (Figura 4) e ndo apresentam atividade catalitica, mas possuem a
atividade miotdxica (TOYAMA et al., 2001; MAGRO et al., 2003).

Figura 4. Representagdo da estrutura dimérica da BnSP-7 nativa. A toxina representada em cartoon apresenta sua
composicdo homodimérica (mondmero A e B, respectivamente em vermelho e amarelo) e os residuos desta toxina

em interacdo a fons SO4%, ambos representados em sticks. Adaptado de LIMA et al. (2017).

1.6 Biotecnologia: Expressao heterdloga

O uso da biotecnologia para obter produtos de interesse humano vem largamente sendo
utilizado e otimizado para varias aplicacdes, principalmente na area de farmacos. Os avancos
cientificos na biotecnologia, proporcionados pela pesquisa basica, tornou capaz a compreensdo
de como a vida é codificada (genoma, DNA) e, principalmente, como copiar e editar esse codigo
(CONESA et al.,, 2001). Assim, esses avancos tém cumprido um papel de destaque na
descoberta de novos medicamentos bioldgicos, ganhando espaco no mercado farmacéutico. As
estimativas de vendas de medicamentos desenvolvidos com o auxilio da biotecnologia (vacinas,
moléculas recombinantes, microrganismos modificados, entre outros) mostram nimeros acima
de US$ 280 bilhdes em 2014, com a perspectiva de chegar a US$ 445 bilhGes até 2019
(DELOITTE, 2016). Compreendendo o apelo comercial e cientifico de enzimas e proteinas, se
fazem necessarias novas tentativas para obter esses produtos, utilizando as ferramentas da
biologia molecular moderna.

Ao longo das Gltimas décadas, microrganismos foram bioengenheirados com o intuito de
melhorar a producéo de proteinas heterdlogas. Escolher o microrganismo mais apropriado para a
producdo de uma proteina recombinante é baseado nas necessidades desta, visando 0 sucesso no
produto final. Entre tais necessidades citam-se: nivel de expressdo que se requer do produto, as

caracteristicas da proteina, o tamanho da proteina, estabilidade da proteina e, principalmente,



conseguir preservar a funcionalidade dessa proteina heter6loga de acordo com sua finalidade
(SCHIMIDT, 2004). Séo diversos os modelos de expressdo proteica: culturas de leveduras,
bactérias, fungos filamentosos, insetos (via baculovirus), células de mamiferos e vegetais (via
organismos transgénicos) in vivo e in vitro (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009). Os hospedeiros
mais utilizados para expressdo de proteina heterdloga sao as células de fungos e bactérias, pois
sua facil modificacdo genética, os seus genomas altamente conhecidos, velocidade de
crescimento, rendimento elevado de expresséo, facilidade de cultivo e rotas metabdlicas diversas
(diversidade de produtos finais) facilitam a obteng&o do produto desejado de maneira segura e
rapida (SCHIMIDT, 2004).

O sistema de expressdo mais utilizado (na tecnologia do DNA recombinante) para etapas
iniciais e primeira op¢do para os pesquisadores € a bactéria Escherichia coli (CHEN, 2012), por
ser um organismo de facil manipulacdo, alta producéao e baixo custo, apesar de suas limitacdes a
respeito de moléculas complexas e de proteinas derivadas de genomas eucarioticos (DALY
HEARN, 2005).

As leveduras sdo os sistemas de expressdo mais recomendados quando se deseja produzir
uma proteina de maior complexidade, como, por exemplo, com modificagdes pos-traducionais
(DALY; HEARN, 2005). As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris tém-se
mostrado altamente eficientes nos ultimos 20 anos (DAMASCENO et al., 2012; DEMAIN;
VAISHNAYV, 2009). Em consideracdo as diferentes caracteristicas dos sistemas de expressdo
disponiveis, é necessaria uma ampla investigacdo sobre tais sistemas, buscando o de melhor

adequacao para obtencéo da proteina-alvo.

1.7 Levedura Pichia pastoris (Komagataella pastoris) e comparacédo com outros sistemas de
expressao

A levedura Pichia pastoris pertence ao Reino Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo
Ascomycotina, Classe Hemoascomycetes, Ordem Endomycetales, Familia Saccharomycetaceae
e Subfamilia Saccharomycetoideae (KURTZMAN, 2009). Em 2005 essa levedura foi
reclassificada no novo género Komagataella e dividida em 3 espécies: K. pastoris, K. phaffii e
K. pseudopastoris (KURTZMAN, 2005). Os ambientes naturais dessas leveduras sdo insetos,
solos, agua doce, plantas, exsudados de arvores, frutas e como contaminantes em diversas
bebidas e alimentos (OTAG et al., 2005). Algumas espécies do género Pichia (Komagataella)
auxiliam nos efeitos desejaveis em fases iniciais da fermentacdo para obtencdo do vinho, na
producdo de diferentes tipos de queijos e outros bioprocessos amplamente utilizados na
biotecnologia de alimentos (BAKIR et al., 2004). Tendo como caracteristica crescer em meio
contendo apenas uma Unica fonte de carbono e energia (metanol), caracterizando-a como uma

levedura metilotrofica. As leveduras do género Pichia possuem um forte promotor denominado
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AOX1, o qual é ativado na presenga de metanol e induz altos niveis de transcricdo (CREGG,
2007; CEREGHINO; CREGG, 2000). Essa caracteristica tornou a levedura P. pastoris um
atraente sistema para a producdo de proteinas heterélogas utilizando uma Unica fonte de
carbono, além da vantagem do metanol inibir o crescimento de contaminantes. Ainda, essa
levedura apresenta diversas vantagens em relagcdo ao emprego da Saccharomyces cerevisiae, tais
como maiores indices de produtividade (pelo fato de a S. cerevisiae ndo possuir um promotor
induzivel forte), crescimento em altas densidades celulares, auséncia de hiper-glicosilacdo, via
metabdlica do metanol (uma vez que a S. cerevisiae utiliza de vias fermentativas), sistema de
baixo custo para estabelecimento e manutencdo, melhor secrecdo do produto recombinante e
modificacBes pos-traducionais mais eficientes (CEREGHINO; CREGG, 2000; GREGG, 2000;
LIU et al., 2012; YESILIRMAK; SAUERS, 2009). Essa Gltima caracteristica é importante
quando se busca a expressao de proteinas provenientes de eucariotos superiores, consistidas de
multiplas ligacdes dissulfeto ou que possuem glicosilacao, fosforilacdo, a auséncia de metionina
terminal e/ou a ndo formagéo de oligbmero para o desenvolvimento correto da proteina madura
(DALY; HEARN, 2005).

A procura da expressdo de proteinas com modificagdes pods-traducionais limita o
emprego da bactéria E. coli, desprovida da maquinaria intracelular apropriada para o
enovelamento correto dessas proteinas (DALY; HEARN, 2005). Deste modo, os produtos
eventualmente podem se apresentar em fases insollveis (como em corpos de inclusdo), nao
enovelados, ou sem enovelamento condizente com a proteina nativa. Assim, seriam necessarias
etapas adicionais para obtencdo de uma proteina funcional, tais como reenovelamento e
solubilizacdo, diminuindo a relacdo custo-beneficio de se empregar o sistema bacteriano de
expressdo (MARSTON, 1986; MAKRIDES, 1996).

As linhagens de células de mamiferos sdo uma abordagem mais cara, sendo seu emprego
adequado para obtencdo de pequenas quantidades de proteina recombinante com alto valor
agregado (BROWN, 2003). Em relacdo ao emprego de células de insetos, utilizar baculovirus
como vetor resulta em altas taxas de expressao, porém essas células transfectadas morrem e sdo
lisadas ap6s um pico de expressao, permitindo que o produto esteja sujeito as proteases liberadas
(YIN et al., 2007). Além disso, esses sistemas necessitam de condi¢cBes complexas de cultivo e
de transfeccdo viral enguanto que a P. pastoris necessita de manipulacdo genética e cultivo
relativamente faceis (McCARROLL; KING, 1997). Porém, para obtencdo de glicoproteinas, as
células de mamifero sdo as mais adequadas, pois sdo as Unicas capazes de realizar glicosilacdo
mais proxima ao padrdo humano (GONCALVES et al., 2013).

Para estudos estruturais e funcionais, é necessario obter a proteina de interesse em grandes
quantidades, em nivel correto de maturacdo pds-traducional e na forma soltvel quando expressa.

A levedura P. pastoris foi geneticamente modificada para expressar mais de 5.000 proteinas
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heter6logas e avaliada para 70 fins industriais, farmacéuticos e de pesquisa basica nos ultimos
25 anos (NARANJO et al., 2019). Em suma, a escolha do sistema de expresséo, linhagem e
estratégia de cultivo a ser utilizada é de extrema importancia, principalmente para obtencdo de
determinada proteina a ser submetida a andlises de estabilidade e de

enovelamento/conformacdes.

1.8 Expresséo de miotoxinas do veneno de serpentes

Vaérias PLAss ja foram expressas empregando a bactéria E. coli (LIANG et al., 1993;
OGAWA et al., 1997; TSAI; WANG, 1998; GIULIANI et al., 2001; CHIOATO et al., 2002;
YANG et al., 2003). Em 2013, Silveira e colaboradores clonaram o cDNA que codifica
determinada PLA; &cida (BmooPLA>) do veneno de Bothrops moojeni, cuja forma recombinante
apresentou atividade fosfolipasica e inibitéria da agregacdo plaquetaria de forma semelhante a
da proteina nativa. Recentemente, isoformas de PLA.s provenientes do veneno de Bothrops
ammodytoides foram clonadas e expressadas em corpos de inclusdo, demonstrando baixa
atividade enzimatica apesar de o produto apresentar estrutura secundaria e massa molecular
semelhante as outras PLA2s (CLEMENT et al., 2019).

A primeira proteina PLA>-like recombinante que apresentou atividade funcional foi a
BthTX-I (miotoxina nativa do veneno de Bothrops jararacussu), constituindo-se até entdo a
unica proteina PLA:-like botropica relatada (WARD et al., 2001; SETO et al., 2008). Entretanto,
essa miotoxina foi expressa em corpos de inclusdo, tornando-se necessario realizar etapas de
solubilizacdo, de purificacdo e de reenovelamento (WARD et al.,, 2001). Deste modo, um
método com Vérias etapas até a obtencdo da proteina de interesse pode resultar em perdas
significativas durante todo o processo, baixa produtividade e consequente aumento dos custos de
producdo da proteina expressa (SETO et al., 2008).

Em consideracdo as informacdes levantadas, é¢ possivel notar o desafio na obtencdo de
miotoxinas nas condicBGes requisitadas de estudos estruturais e funcionais, no caso, para
proteinas de interesse médico e cientifico, cuja origem (venenos brutos) demanda cifras
consideraveis. Deste modo, justifica-se o desenvolvimento de um processo eficiente e
reprodutivel dessas proteinas que permitam sua obtencdo de maneira sustentavel. Assim, foram
propostas aqui a reproducdo e adaptacdo dos protocolos de expressdo heterdloga para obtencéo
das miotoxinas de B. pauloensis a partir do sistema de P. pastoris. Ainda, em perspectiva de
estudos sequenciais, a técnica desenvolvida pode ser aplicada para producdo de proteinas com
mutacOes sitio-dirigidas, como modo de descobrir regides desconhecidas das mesmas com
relevancia para suas acbes farmacoldgicas (SA et al., 2004). Em paralelo, inclusive para
validagdo da eventual proteina recombinante, foram propostos estudos estruturais e funcionais

destas miotoxinas nativas (BnSP-7 e BnSP-6), obtidos a partir do isolamento do veneno bruto
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(RODRIGUES et al., 1998). Tais estudos, com essas toxinas na forma apo e complexadas com
acidos graxos de diferentes tamanhos de cadeia carbdnica, tém importancia ao permitir elucidar
comparativamente a estrutura em sua forma inativa (sem &cido graxo no canal hidrofobico) e a
acdo da toxina ao interagir com os diferentes ligantes. Deste modo, é possivel entender melhor o
papel de moléculas no canal hidrofébico destas proteinas, regido em que podem interagir
inibidores de sua atividade (SOARES et al., 2000; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000;
SOARES et al., 2004; COSTA et al., 2008; BORGES et al., 2017; SALVADOR et al., 2018;
CARDOSO et al., 2018; CARDOSO et al., 2020) ou ativadores da mesma (FERNANDES et al.,
2014; BORGES et al., 2017).
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1.9 Objetivos
e Realizar estudos estruturais com a miotoxina PLA»-like BnSP-7 nativa e complexada aos
acidos caprilico, estearico e tetradecandico, com a finalidade de avancar no conhecimento
do mecanismo de acdo dessa miotoxina;
e Realizar estudos de clonagem e expressdo da proteina BnSP-7 na forma recombinante,

visando estabelecer bases para realizacdo de mutaces sitio-dirigidas.
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Capitulo 2:

Material e Métodos
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2.1 Estudos biofisicos
O fluxograma a seguir (Figura 5) exemplifica as etapas realizadas dos métodos biofisicos
utilizados no presente trabalho.

®Obten<;50 do _@Puﬁﬂcaqio da

Veneno BnSP-7 ¢ BnSP-6

Figura 5. Fluxograma das atividades desenvolvidas com os métodos biofisicos.

2.1.1 Obtencéo do veneno
O veneno bruto liofilizado de serpentes da espécie Bothrops pauloensis foi adquirido
comercialmente no Centro de Extracdo de Toxinas Animais (CETA), localizada em Morungaba,

Sao Paulo.

2.1.2 Purificacdo da BnSP-7 e BnSP-6

O veneno bruto foi diluido e homogeneizado em 500 pL de bicarbonato de amonio
(AmBic 50mM, pH 8,0) e entdo centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi aplicado em uma coluna de cromatografia de troca catiénica HiTrap CM FF 5 mL (GE
Healthcare) previamente equilibrada com o tampéo de solubilizacdo da amostra (AmBic 50mM,
pH 8,0). A eluicdo foi realizada a partir de um gradiente binario de bicarbonato de aménio
(AmBic 50-500 mM, pH 8,0), com comprimento de eluicdo de 30 volumes de coluna a um fluxo
de trabalho de 1 mL/minuto. A eluicdo das fracbes foi monitorada por absorbancia em
ultravioleta (a 280nm). As fracfes que apresentavam proteinas de tamanho similar das
fosfolipases A2 (de acordo anélise por SDS-PAGE 15% (m/v), detalhada no item a seguir) foram
liofilizadas e subsequentemente dissolvidas em &cido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v) para
posterior analise em cromatografia liquida em fase reversa, empregando uma coluna ShimPack
CLC-ODS(M) 4,6 mm x 25 cm (Shimadzu) pré-equilibrada com TFA 0,1% (v/v). As proteinas
foram eluidas em um gradiente binario de acetonitrila (0-66,5% (v/v)em TFA 0,1% (v/v)), em

um comprimento de 17,5 volumes de coluna a um fluxo de trabalho de 1mL/minuto. Da mesma
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forma que na primeira etapa, a eluicdo das fragbes foi monitorada por absorbancia em
ultravioleta (a 280nm). Essas fragdes foram liofilizadas e armazenadas a —20 °C.

2.1.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) na presenca do agente desnaturante
dodecil sulfato de sodio (SDS) foi realizada segundo a técnica descrita por Laemmli (1970). O
sistema de SDS-PAGE descontinuo foi consistido pelo gel de concentracdo (poliacrilamida 6%
(m/v), Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e SDS 0,1% (m/v)) e pelo gel de separagéo (poliacrilamida 15%
(m/v), Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e SDS 0,1% (m/v)), além de persulfato de aménio 10% (m/v) e
tetrametiletilenodiamina (TEMED), mantendo a relacdo de acrilamida/bisacrilamida em
30%:0,8% (m/v). Os géis foram preparados no sistema Mini-PROTEAN® TetraCell (Bio-Rad).
As amostras proteicas foram solubilizadas em Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, glicerol 10% (m/v), S-
mercaptoetanol 5% (m/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,001% (m/v) e posteriormente
submetidas a aquecimento (95 °C) por 5 minutos e aplicadas em gel de eletroforese. Para efeito
de comparacdo de massa molecular das amostras foram utilizados padrdes (Thermo Scientific)
contendo nove proteinas entre 10 e 180 kDa. O tampao do eletrodo continha Tris-HCI 0,025 M,
glicina 0,19 M e SDS 0,1% (m/v) pH 8,3. Os ensaios de eletroforese foram realizados com
diferenca de potencial constante de 90 V durante aproximadamente 3 horas. Os géis foram
corados em solucdo de Coomassie Blue R250 (Bio-Rad) 0,1% (m/v), acido acético 10% (m/v) e

etanol 50% (m/v) e descorado em solucao de acido acético 10% (m/v) e etanol 30% (m/v).

2.1.4 Processamento de amostras para Espectrometria de Massas (EM)
Através do método de EM, foram avaliadas as identidades das proteinas isoladas a partir

dos protocolos de purificacdo realizados previamente.

2.1.4.1 Digestao enzimatica das proteinas em solugao

As amostras liofilizadas (50 pg de cada fragdo avaliada) foram solubilizadas em dgua pura
(1 mg/mL) e alcalinizadas pela adi¢do de 10 uL de bicarbonato de aménio (AmBic) 50 mM. Em
seguida, receberam a adigdo de 25 pL de solugdo surfactante 0,2% (v/v) (RapiGest SF, Waters),
para posterior agitacdo em vortex e incubacdo a 37 °C por 60 minutos. Em seguida, as amostras
foram submetidas a etapa de reducdo, pela adi¢do de 2,5 pL de ditiotreitol 100 mM, agitagcdo em
vortex e incubacdo a 37 °C por 40 minutos. Ap0Os voltar a temperatura ambiente, as amostras
foram alquiladas, pela adi¢do de 2,5 pL de iodoacetamida 300 mM, para sua agitagdo em vortex
e incubacé@o por 30 minutos em ambiente sem iluminagdo. A digestdo das amostras foi iniciada

pela adicdo de 10 uL de tripsina (0,05 mg/mL) e incubada a 37° C em periodo overnight. A
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interrupcdo dessa hidrélise ocorreu com a adicdo de 10 uL de TFA 5% (v/v), os quais foram
mantidos a 37 °C por 90 minutos. Subsequentemente, as amostras foram centrifugadas por 30
minutos (a 14.000 x g e 6 °C), para transferéncia do sobrenadante a novos tubos estéreis. Os
digestos foram secos em concentrador a vacuo e, posteriormente pré-purificados em tubos de
concentragdo com resina C18 (Peptide Cleanup C18 Spin, Agilent Tecnologies), segundo as
recomendacdes do fabricante. Os peptideos resultantes foram ressuspendidos em 108 uL de TFA
0,1% (v/v) (em acetonitrila 3% (v/v)) e 12 uL de amostra padrdo (1 puM), para posterior

transferéncia para os frascos de analise.

2.1.4.2 Sequenciamento peptidico por EM

Os experimentos label free de EM foram realizados em sistema de nanocromatografia
liquida de réapida separacdo DionexUltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific) acoplado a um
espectrémetro de massas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific). Neste sistema, as fases moveis
utilizadas foram as solucdes de A) acido férmico 0,1% (v/v) em agua ultrapura e de B) acido
formico 0,1% (v/v) em acetonitrila 80% (v/v). Os peptideos foram carregados em uma pré-
coluna C18 30 um x 5 mm (Codigo 164649, Thermo Fisher Scientific) e homogeneizados em
gradiente isocratico de 4% de B, por 3 minutos em um fluxo de trabalho de 300 nL/minuto. Em
sequida, a cromatografia foi realizada em sistema nanospray PicoChip com coluna analitica
ReproSil-Pur C18AQ (3 um, 120 A e 105 mm, Cddigo 1PCH7515-105H354-NV) utilizando um
gradiente linear composto por um gradiente binario de 4-55% de B por 30 minutos, seguido pelo
gradiente de 55%-90% de B por 1 minuto e mantido no gradiente isocratico de 90% de B por 5
minutos, para posterior recondicionamento a 4% de B por 20 minutos, a um fluxo de trabalho de
300 nL/minuto. O modo de operacdo utilizado foi ionizacdo positiva pelo método DDA
(aquisicdo dependente de dados). A busca precursora de ions ocorreu entre a relagdo massa-carga
(m/z) de 200 e 2000, em resolucdo de 70.000 FWHM e 100 ms de injecdo. A camara de
fragmentacdo foi condicionada com energia de colisdo (NCE) entre 29 e 35% e 0 espectro de
fragmentacdo (MS/MS) foi obtido com resolugdo de 17.500 FWHM, 50 ms de injecdo e tempo
de exclusdo dinamico de 10 s. Os dados experimentais foram adquiridos e processados por meio
do software Xcalibur v. 4.0.27.19 (Thermo Fisher Scientific).

2.1.4.3 Analise dos dados

Os dados gerados foram analisados no software livre PatternLab for Proteomics v. 4.0.0.84
(CARVALHO et al., 2017), de acordo com as especificacGes publicadas na literatura cientifica
pelos seus criadores, em comparacdo as sequéncias primarias das proteinas da espécie Bothrops

pauloensis depositadas no banco de dados livre Swiss-Prot para a obtencdo da identificacdo das
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proteinas nas amostras. Os principais parametros utilizados nesta ferramenta foram a selecdo das
proteinas no banco de dados; a informacgdo da enzima empregada na digestdo das amostras; a
permissdo de até 2 clivagens perdidas; a informacdo das modificacBes pds-traducionais de
carbamidometilacdo dos residuos de cisteinas e da variavel oxidagdo dos residuos de metionina;
adogdo dos erros de tolerancia MS de 40 ppm e MS/MS de 0,02 ppm e da taxa méaxima de FDR
de até 1%.

2.1.5 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A integridade da estrutura secundaria da BnSP-7 e BnSP-6 isoladas do veneno bruto foi
verificada por espectroscopia de dicroismo circular no intervalo espectral de comprimento de
onda de 185-260 nm, utilizando um espectropolarimetro JASCO J-815 (JASCO Spectroscopic
Co., Ltd., Japdo) equipado com um termocontrolador Peltier. Para isso, a BnSP-7 e sua isoforma
BnSP-6 liofilizadas foram dissolvidas em agua deionizada e filtradas (poros de 0,22 um de
tamanho), atingindo a concentracdo final de 0,5 mg/mL. Os experimentos foram realizados na
presenca de fluxo de nitrogénio gasoso, utilizando uma cubeta de quartzo de 0,5 nm, scanning
speed de 100 nm/minuto, tempo de resposta de 1 s, bandwidth de 2 nm e 20 °C de temperatura.
O espectro final corresponde a média de 20 acumulacdes medidas das amostras, ja descontadas
das acumulacGes medidas da solucdo, e normalizada através da transformacdo da unidade de

miligraus para elipticidade residual média [0] (em graus.cm?.dmol™.residuo™).

2.1.6 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A estimativa do raio hidrodinadmico e a polidispersividade da BnSP-7 e BnSP-6 em solucéo
foram obtidos através do célculo de seus coeficientes de difusdo translacional a partir do
movimento browniano dessas proteinas detectado pelos experimentos de espalhamento de luz
dindmico em um sistema DynaPro Titan (Wyatt Technology). Para isso, a BnSP-7 e sua
isoforma BnSP-6 liofilizadas foram dissolvidas em &gua deionizada e filtradas (poros de 0,22 pm
de tamanho), atingindo a concentracdo final de 3,3 mg/mL e 4,1 mg/mL, respectivamente.
Assim, 100 medidas de cada toxina foram realizadas em diferentes temperaturas (de acordo com
0s ensaios de cristalizacdo, descritos no item a seguir) e analisados no software Dynamics V.
6.10.
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2.1.7 Testes de cristalizacao e cocristalizagao
2.1.7.1 Obteng&o dos acidos graxos

Os acidos graxos de origem vegetal (Figura 6) foram obtidos comercialmente na Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), visando garantir o maior nivel de pureza (superior a 97%) dos

compostos utilizados como ligantes para a cocristaliza¢cdo com as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6.

A) e} B) O
CHS(CH2)1 1CH2/“\OH CH3(CH2)150H2 OH

C) O
CH3(CH2)5CH2)J\ON8.

Figura 6. Estruturas dos &cidos graxos utilizados nos ensaios de
cocristalizacdo. (A) acido tetradecanoico (acido miristico), (B) acido

estearico (&cido estearico), (C) acido caprilico (octanoato de sédio).

2.1.7.2 Obtencao dos cristais

Os experimentos de cristalizacdo da BnSP-7 e BnSP-6 e a sua cocristalizagdo com 0s
acidos graxos (Figura 6) foram realizados pelo processo de salting-out, que se trata na
preparacdo de uma solucdo contendo agente precipitante e proteina, com aumento gradativo da
concentracdo do agente até a supersaturacdo da proteina (McPHERSON, 2009). Assim, os testes
de cristalizacdo foram realizados pelo método de difuséo de vapor, onde o processo de equilibrio
de duas solucdes (a primeira constituida pela solucdo do agente precipitante e a seguinte por esta
solucdo em adicdo a solucdo de proteina) através da fase de vapor, em meio hermeticamente
fechado (McPHERSON, 2009). Para tanto, as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6 nativas foram
diluidas em agua deionizada e filtradas (poros de 0,22 um de tamanho), atingindo a concentracao
de 14,14 mg/mL e 12,7 mg/mL, respectivamente. Os acidos graxos foram dissolvidos em agua
deionizada na concentracdo de 8,5, 9,1 e 5,3 mg/mL, respectivamente aos acidos miristico,
estearico e caprilico.

Os experimentos foram realizados em um sistema de placa do tipo “gota sentada” (sitting
drop) roboticamente montada no aparelho Oryx8 (Douglas Instruments) e mantidas
posteriormente a 283 K. Nelas, a cristalizacdo da BnSP-6 ocorreu com a condi¢do de
cristalizacdo (50 pL de reservatorio) composta por cacodilato de sédio 100 mM (pH 6,7),
polietileno glicol 8000 (PEG 8000) 36% (m/v) e sulfato de aménio 200 mM, enquanto que a gota
foi composta por 0,5 uL de solucdo da proteina e por 0,5 uL da solucdo de cristalizacdo. A

cocristalizacdo da BnSP-6 com o acido esteérico foi dada na condicdo (50 pL de reservatdrio)
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composta por Tris-HCI 100 mM (pH 8,0), PEG 4000 30% (m/v) e sulfato de litio 100 mM,
enquanto que a gota foi composta por 0,4 puL de solucdo da proteina, 0,1 pL de solugdo do
ligante e por 0,5 UL da solucdo de cristalizacdo, o que resultou na proporg¢do proteina/ligante de
1:20 (m/m).

2.1.7.3 Coleta e processamento de dados de difracéo de raios X

Os cristais foram montados em loops de nylon e mantidos em temperatura criogénica
através de fluxo de gés nitrogénio a 100K, sem a presenca de crio-protetor nos cristais.Esses
foram submetidos a uma fonte de radiacdo Sincrotron (linha MX2, Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron, LNLS, Campinas, Brasil) e um detector Pilatus 2M (Dectris). Os dados de difracéo
de raios-X foram coletados a um comprimento de onda de 1,459-1,500A. A partir do conjunto de
dados obtido, € possivel determinar informagdes como grupo espacial, parametros de rede do
cristal, nimero de monémeros da proteina na unidade assimetrica cristalina e previsao da
porcentagem de agua no cristal (McPHERSON, 2009). Os dados foram processados utilizando o
pacote de programas AutoPROC v.1.0.5 (VONRHEIN et al., 2011). Assim, gerou-se 0 mapa de
densidade eletrénica, o qual foi utilizado para a modelagem da estrutura da proteina.

2.1.7.4 Refinamento e determinacao da estrutura cristalografica

O método de substituicdo molecular foi utilizando para resolucdo do problema das fases da
radiacdo difratada, atraves do software Phaser (McCQY et al., 2007), parte integrante do pacote
de programas PHENIX (ADAMS et al., 2010). Assim, foi utilizado como modelo as
coordenadas cristalograficas da BnSP-6 previamente elucidada em sua forma apo (PDB 1PC9).
Assim, o modelo foi devidamente posicionado na cela unitaria da amostra por funcéo de rotacao
e translacdo, baseado na comparacdo dos fatores de estrutura do modelo utilizado (Fcac) e da
amostra (Fons). Em seguida, foram realizados ciclos de refinamento e ajustes manuais do modelo
através dos softwares PHENIX (ADAMS et al., 2010) e Coot (EMSLEY et al., 2010), para
minimizar a energia livre, refinar as distancias das ligacdes peptidicas, angulos diédricos,
interacdes atdmicas, entre outros parametros, de acordo com os dados coletados. Esse ciclo foi
realizado até atingir a maxima concordancia entre Fcac € Fons, avaliada pelos valores de Rrree €
Reryst (MCPHERSON, 2009).

2.2 Atividade hemolitica indireta
Para confirmacdo da auséncia de atividade enzimatica das proteinas PLA2-like BnSP-7 e
BnSP-6 (ou possivel contaminacdo por alguma variante catalitica) foi utilizado o método da

hemdlise radial indireta em placas de Petri, conforme descrito por Gutiérrez e colaboradores
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(1988). Dessa forma, para o preparo da solucdo de eritrocitos, coletou-se 3 mL de sangue
humano, onde se adicionou solucdo de citrato de sddio 0,2%. Em seguida, as hemacias foram
submetidas a 3 ciclos de lavagem com solucdo de NaCl 150 mM (1 volume de hemécias para 2
volumes de solucdo de lavagem). Apos a lavagem, os eritrdcitos foram ressuspensos em tampao
fosfato salina (PBS) de modo a formar uma suspensédo com 3% de hemdcias. Preparou-se entdo a
solucdo 1, formada por 3 mL da suspencdo de hemacias, 150 pL de CaCl> 10 mM e 100 pL de
suspensdo de gema de ovo 10% (m/v). Em seguida, preparou-se a solu¢do 2 composta por 180
mg de agarose e 15 mL de PBS, aquecidos ao microondas até a dissolu¢do completa da agarose.
Ap0s breve resfriamento, as solugbes 1 e 2 foram misturadas e plaqueadas. Apds polimerizacao
do gel, foram feitas perfuracdes circulares (1 mm de didmetro) onde foram acrescentados 3 pL
de cada amostra na concentracdo de 0,5 mg/mL. A placa foi incubada a 37°C em periodo
overnight, para posterior verificacdo da formacdo do halo de hemdlise ao redor da perfuracéo,
como indicativo da atividade catalitica.

2.3 Clonagem e expressao da BnSP-7 recombinante (rBnSP-7)

O fluxograma da Figura 7 mostra as etapas realizadas para a expressdo heteréloga da
BnSP-7 em colaboracdo com a Dr2 Camila Dantas Malossi do Instituto de Biotecnologia
(IBTEC) da UNESP.

O, (2

Obtengao do vetor Y Prepatoqcemce]]:ll:s
pPicZaA-BoSP-7 g <

Preparo de células
competentes de

Figura 7. Fluxograma das atividades desenvolvidas de clonagem e expressdo da rBnSP-7.
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2.3.1 Obtengdo do vetor pPicZaA para expressio em Pichia pastoris

O vetor pPicZaA, contendo a ORF (open reading frame) para a expressdo da proteina
PLA-like BnSP-7 (pPicZaA-BnSP-7) foi obtido a partir de sintese génica pela GeneArt® (Life
Technologies™). A ORF referente & sequéncia da proteina de interesse foi inserida no vetor
entre os sitios de restricdo ECoRI(3” DNA) e Notl(5° DNA) como visto na Figura 8.

Belll (2)

Origem pUC
F Promotor AOX1

18ABA2QC_seque_BnSP-7_pPICZalphaA

EcoRV (2940) 3931 bp

alpha-factor peptideo
sinal

ZeoR) EcoRI(1209)

Sequéncia BnSP-7

Ncol(2500
S, B Notl (1597)
Promotor EM7 ~
Epitopo c-myc
Promotor TEF1 6xHis

Figura 8. Vetor de expressio pPicZa (GeneArt®) contento a sequéncia referente a BnSP-7. A
ORF da BnSP-7 estd inserida subjacente ao fator-a (responsavel pelo direcionamento da
proteina recombinante ao sobrenadante) e apresenta um sitio de restricdo para EcCoRI. O gene
foi inserido de modo que a proteina fosse expressa com cauda de poli histidina na porgdo C-
terminal. O vetor contém a marca de selecdo que confere resisténcia a Zeocina™ e o epitopo c-

myc, responsavel pelo reconhecimento por anticorpos especificos.

2.3.2 Preparo de celulas competentes de E. coli linhagem DH5a

Para receber o vetor de interesse, é necessario tornar competentes as células da bactéria E.
coli, ou seja, € necessario desenvolver essa capacidade nas células, para viabilizar a introducao
do DNA recombinado no hospedeiro selecionado. A linhagem DHS5a a ser transformada foi
inoculada em 5 mL de meio Luria Bertani (LB) para crescimento por 16 horas, 250 rpm a 37 °C.
A partir desse pré-indculo, 2 mL foram diluidos em 100 mL de meio LB, nas mesmas condicoes
de temperatura e agitacdo do pré-inoculo até atingir a densidade 6tica (DO) por absorbancia a
600 nm (Aeo) de aproximadamente 0,4. Ao chegar nesse valor de DO, as células foram
centrifugadas a 2450 xg durante 7 minutos. Descartado o sobrenadante, a cultura foi
ressuspendida em 35 mL de CaCl2 0,1 M gelado e estéril e deixado em repouso por 20 minutos

no gelo. Feita essa etapa, essa solugdo foi novamente centrifugada a 2450 xg por 7 minutos, 0
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sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 8 mL de CaCl. 0,1 M, acrescido de 2
mL de glicerol (50%). As células quimio-competentes foram estocadas a —80 °C até o momento

do uso.

2.3.3 Transformacdao de células E. coli por choque térmico

Para realizar a transformacédo das células de E. coli foram utilizados 100 pL de bactérias
quimio-competentes acrescidos de 5 puL do vetor contendo o gene a ser clonado. A solugéo
(células +vetor) permaneceu incubada por 1 minuto e 20 segundos a 42 °C e ap6s imediatamente
transferidas para o gelo por 3 minutos. Posterior essa etapa, foram adicionados a solugdo 1 mL
de meio LB low salt liquido e deixado em repouso por 1 hora a 37 °C. A solucédo foi plagueada
nos volumes de 50, 100 e 200 pL em meio LB low salt &gar contendo 25 pg/mL do antibi6tico
Zeocina™. As placas foram deixadas por 16 horas a 37 °C para o crescimento dos
transformantes. As colbnias que se mostraram resistentes ao antibidtico caracterizaram 0s
possiveis clones. Essa etapa € necessaria para 0 armazenamento do plasmideo e obtencdo de

varias copias do mesmo.

2.3.4 Extracdo do DNA plasmidial da bactéria E. coli

Para a obtencdo do DNA plasmidial, foram selecionadas algumas col6nias para realizar o
pré-indculo. As col6nias selecionadas foram adicionadas a 3 mL de meio LB low salt liquido
contendo 25 pg/mL de Zeocina™ e incubadas por 16 horas, 200 rpm a 37 °C. Apds essa etapa o
material foi submetido a extracdo do DNA seguindo as orientacGes do kit PureYield™ Plasmid
Miniprep System. Ao final do processo o DNA foi quantificado por espectrofotometria Optica a

260 nm em um espectrofotdmetro NanoDrop 2000 C (Thermo Scientific).

2.3.5 PCR de colbnia dos transformantes de E. coli

Para a confirmacdo da insercdo do plasmideo na bactéria, um volume de 1 pL do preparado
foi usado na Polymerase Chain Reaction (PCR). Para a execucao dos PCRs foi empregado o kit
comercial GoTag® Long PCR Master Mix (Promega®) junto com os primers especificos para a
amplificacdo do gene de interesse (Tabela 1), totalizando um volume final de 25 pL conforme
orientacdes do fabricante. Juntamente uma solucdo de controle negativo foi preparada nas
mesmas condicdes com adi¢do de dgua nuclease-free no lugar da amostra. As amostras foram
submetidas a temperaturas variaveis de acordo com o programa utilizado para a amplificacdo do
produto: 94 °C para a desnaturacdo térmica inicial por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo das fitas de DNA a 94 °C (45 segundos), anelamento e hibridizacdo dos primers a

51 °C (45 segundos) e extensdo a 72 °C (60 segundos). Para a extensdao final das fitas foi
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aplicada a temperatura de 72 °C por 10 minutos e as amostras foram mantidas 4 °C até a retirada
do termociclador.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados nesse trabalho.

Oligonucleotideo | Sequéncia

Fita G 5-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3
OverhangFw 5-CTGGCCGTCGTTTTACTTAGGGTTAGGGTTAGG-3’
OverhangRv 5- GTAAAACGACGGCCAG-3

5> AOX 5> GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3°

3> AOX 5> GCAAATGGCATTCTGACATCC 3°

2.3.6 Analise qualitativa dos produtos de PCR

Com o proposito de confirmar a presenca do vetor, o produto amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com SYBR® 22 Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).
A corrida foi realizada aplicando 80 V por 10 minutos e 100 V por 20 minutos. O marcador de
massa molecular Quick-Load® DNA Ladder 1kb (New England Biolabs®) foi utilizado como

referéncia.

2.3.7 Linearizagdo do plasmideo pPicZaA-BnSP-7

A reacdo de linearizacdo do plasmideo pPicZaA contendo sequéncia que codifica a
proteina referente a BnSP-7 é necessaria para a integracao do cassete de expressdo no genoma da
levedura, assim, esta foi preparada utilizando tampdo da enzima 1x, 20 U da enzima Sacl
(Invitrogen®), cerca de 5-10 ug do material obtido da miniprep e agua deionizada, totalizando
100 pL. A digestdo foi realizada por 4 horas a 37 °C. Em seguida a enzima Sacl foi inativada a
65 °C por 20 minutos e a reacdo foi analisada em gel de agarose a 1% para confirmacdo do

plasmideo linearizado.

2.3.8 Purificacdo do plasmideo pPicZaA-BnSP-7
Nessa etapa foram utilizadas duas estratégias de purificacdo para tentar obter um resultado
otimizado:
e Estratégia 1: as bandas que apareceram no gel de plasmideo pPicZaA-BnSP-7 linearizado
foram purificadas com o uso dos kits Illustra® GFX® PCR DNA e Gel Band Purification
Kit® (GE Healthcare®), com base no protocolo sugerido pelo fabricante para a purificagdo
de DNA a partir de misturas de PCR. Em seguida, o material foi quantificado com o

fluorimetro Double Stranded DNA Quantus® (Promega®) em associacdo com o Kit
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Qubit®dsDNA HS Assay® (Life Technologies, USA) e armazenado a —20 °C até o
momento de sua utilizag&o.

e Estratégia 2: O material linearizado foi precipitado adicionando-se acetato de sédio 3 M,
pH 5,2 e etanol 100% gelado. Essa solugédo permaneceu por 20 minutos a —80 °C e
posteriormente foi centrifugado a 1500 xg por 10 minutos. Em seguida, ao pellet foram
adicionados 500 pL de etanol 80% gelado, novamente centrifugado a 1500 xg por 10
minutos a temperatura ambiente, ressuspendido em 50 pl. de 4gua deionizada e

quantificado por espectrofotometria Otica utilizando-se a absorbancia a 260 nm.

2.3.9 Preparo de células competentes de P. pastoris linhagem KM71H

O preparo das células competentes de P. pastoris linhagem KM71H foi realizado segundo
o protocolo descrito por Cregg (2007). As células originais de P. pastoris foram pré-inoculadas
em 5 mL de meio YPD (2% de peptona, 1% de extrato de levedura, 2% de glicose) e incubadas
por 9 horas a 30 °C e 250 rpm. Desse pré-indculo, 50 ul foram retirados e¢ adicionados em
frasco Erlenmeyer de 500 mL, contendo 50 mL de meio YPD. Esse material foi incubado a 30
°C e 250 rpm até atingir uma DO a Asoo entre 1,2 e 1,4. As células foram entdo coletadas e
centrifugadas a 1500 xg por 5 minutos a 4 °C e ressuspendidas em 10 mL de YPD acrescido de
170 mM de HEPES. Posteriormente, foram adicionados a essa solucao 250 pL de ditiotreitol
(DTT). Esse material foi incubado por 15 minutos a 30 °C sem agitacdo. Em seguida, foi
adicionada &gua deionizada estéril até um volume final de 50 mL e centrifugado a 1500 xg por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o processo foi repetido adicionando 25 mL de
agua destilada esteril as células. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 2
mL de sorbitol 1 M esteéril, as células foram centrifugadas em um novo ciclo (1500 xg, por 5
minutos a 4 °C). Ao final o sobrenadante foi descartado e as células submetidas a um altimo
ciclo de centrifugacdo. Ao final deste, as células foram ressuspendidas em 100 pL de sorbitol 1

M estéril e imediatamente utilizadas para a transformacéo.

2.3.10 Transformacdo das células competentes de P. pastoris por eletroporacdo

Em um tubo de 1,5 mL foram colocados 15 pL. de DNA linearizado de cada estratégia de
purificagdo e 40 puL de células competentes. Essa solucdo foi transferida para cubeta 0,2 cm
(Bio-Rad®) seguindo-se uma incubacdo em gelo por 5 minutos e submetidas a um pulso de
eletroporagdo em aparelho GenePulser 1l (Bio-Rad®). Imediatamente apds o choque, foi
adicionado as células 1 mL de sorbitol 1 M a cubeta e transferido para um tubo de 15 mL. As
células foram incubadas a 30 °C por 2 horas sem agitacdo. Posteriormente 50, 100 e 200 pL das

células foram plagueadas em meio YPD agar (peptona 2%, extrato de levedura 1%, glicose 2%,
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agar 1,5%) contendo 100 e 500 pg/mL de Zeocina™ para a selecdo dos transformantes, onde
permaneceram incubadas por 4 dias a 30 °C.

2.3.11 Extragédo do DNA plasmidial das col6nias transformantes de P. pastoris
Para essa etapa, utilizaram-se dois protocolos para lisar a parede celular eucarittica
objetivando extrair o DNA plasmidial:

e Protocolo 1: As colonias escolhidas foram inoculadas em tubos de 1,5 mL contendo 20 pL
de 0,2% de dodecil sulfato de sddio (SDS), em seguida a solu¢do contendo as células
foram incubadas em banho seco por 3 minutos a 90 °C. Apo6s a incubacdo, as amostras
foram submetidas a centrifugagé@o por 30 segundos a 12.000 xg. Como molde para o PCR
foi utilizado 1 pL do sobrenadante.

e Protocolo 2: As colonias escolhidas foram inoculadas em tubos de 1,5 mL contendo 20 pL
de NaOH 20 mM prosseguidas de incubacdo por 45 minutos a 95 °C. Ao término da
incubacdo as amostras foram centrifugadas por 10 minutos em velocidade maxima. Como

no protocolo anterior, foi utilizado 1 pL para a reacéo de PCR.

2.3.12 PCR de col6nia dos transformantes de P. pastoris

Para o PCR de coldnia, a reagdo foi preparada utilizando os mesmos primers e reagentes
do PCR de colonia da bactéria (kit comercial GoTagq® Long PCR Master Mix, Promega®)
totalizando um volume final de 25 pL. A reacdo foi realizada mantendo o termociclador por 3
minutos a 94 °C para a desnaturagdo inicial, 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 52 °C por 90
segundos e 72 °C por 4 minutos, sendo a extenséo final 72 °C por 10 minutos e posteriormente a

4 °C. Os produtos obtidos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1% (etapa 2.3.6).

2.4 Testes de viabilidade do antibidtico e das células de P. pastoris KM71H
2.4.1 Teste de sensibilidade a antibioticos
2.4.1.1 Zeocina™
O teste de sensibilidade a Zeocina™ foi conduzido com células da bactéria E. coli DH5a
original semeadas por espalhamento em placas de Petri. Foram utilizadas 4 placas contendo 15

mL do meio LB low salt agar proporc¢des de pré-indculo e antibidtico apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Proporgdes de células/antibidtico para o teste de qualidade da Zeocina™.

Placas  Concentracdo de células Concentracgéao de
(uL) Zeocina™ (ug/mL)
1 50 30
2 100 100
3 200 100
4 200 500

Apos a semeadura, as placas foram incubadas por 16 horas a 37 °C. Concomitantemente,
para eliminar a variavel de sensibilidade a temperatura que o antibiético possui, realizou-se um
segundo teste utilizando quatro tubos cénicos contendo 5 mL de meio LB liquido, como a
técnica de semeadura em meio liquido foi por difuséo, utilizou-se duas concentracfes diferentes
do antibidtico, sendo assim, as concentracOes testadas estdo mostradas na Tabela 3. As células

foram incubadas a 37 °C, 200 rpm por 16 horas.

Tabela 3. ConcentracGes de antibidticos utilizados no teste de viabilidade.

Antibiotico Concentracdes (ng/mL)

Zeocina™ 30 170 330 500
Canamicina 30 170 330 500
Cloranfenicol 30 170 330 500

2.4.1.2 Canamicina

Nessa etapa o antibidtico testado foi a canamicina com a intencdo de comparar a eficiéncia
de inibicdo bacteriana com o antibidtico utilizado nesse trabalho (Zeocina™). As células de E.
coli foram inoculadas em 4 tubos cdnicos contendo o meio LB liquido. As concentracdes de
antibidtico e condicdes de temperatura, agitacdo e tempo foram as mesmas do teste com a

Zeocina™ (Tabela 3).

2.4.1.3 Cloranfenicol
O antibiotico cloranfenicol foi testado para os estudos de comparacao entre 0s outros dois
antibidticos. Os experimentos foram conduzidos igualmente como citados no teste com a

canamicina (concentracéo, temperatura, agitacdo, tempo e meio de cultura).
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2.4.2 Avaliacao de contaminantes nas células originais de P. pastoris KM71H

O teste foi realizado para avaliar a viabilidade das células de P. pastoris e identificacdo de
uma possivel contaminacdo por outras culturas de microrganismos. Semearam-se por
esgotamento células originais da levedura P. pastoris KM71H em placas contendo meio
McConkey e meio &gar sangue seguidas de incubacdo por 24 horas a 37 °C. Posteriormente as 24
horas de incubacdo, realizou-se um teste de coloracdo de Gram para a identificacdo dos

microrganismos que cresceram nas placas semeadas.
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Capitulo 3:

Resultados e discussao
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3.1 Purificacdo da BnSP-7 e BnSP-6

O veneno bruto de B. pauloensis foi fracionado por cromatografia de troca idnica do tipo
catidnica fraca, obtendo-se as 3 fracbes nomeadas CM1, CM2 e CM3 (Figura 9A). As fraches
(CM2 e CMQ) avaliadas por SDS-PAGE 15% que apresentaram massa molecular semelhante as
PLAs (Figura 9A) foram submetidas a cromatografia em fase reversa (Figuras 9B e 9C). O
fracionamento de CM2 e CM3 resultou na coleta das fragdes majoritarias denominadas FR1-
CM2, FR2-CM2 (Figura 9B), FR1-CM3 e FR2-CM3 (Figura 9C), os quais foram submetidos a
andlise por espectrometria de massas para obtencdo de suas identidades. As fracGes foram
quantificadas pelo método de absorbancia em ultravioleta (280 nm) em um espectrofotdmetro
Nanodrop 2000C (Thermo Scientific), empregando os parametros para proteinas totais para a
fragdo CM2 e os dados fisico-quimicos da BnSP-7 para a fragdo CM3. Assim, foi estimado cerca
de 80% de rendimento de amostra injetada para o fracionamento da FR1-CM2, 5,31% para o
FR2-CM2, 20% para 0 FR1-CM3 e 19,9% para o0 FR2-CM3.

A 109 4 B —
i | ——
‘ -
~ 084 o] -—
< ‘ 2 e
o
2 &6 1 35 kDa i 3
g % g ==
z ‘ B 25 kDa
o0
S 044l | o &
i CM2 5 15 kDa 4 e
5 | | d g 10 kDa :
< | [ o .
8 0,2-‘ - & CM2 CM3
2 Vi \ M3 E
< \/ Neas s A~ <
0,0l — — <
T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Comprimento de eluigdo (V.C.)
1.0+ ' 1,0 4
C FRI-CM2 D FR1-CM3
0.8+ 084
- [ I ®)
=) g 3 g
= 06 g = 064 Z
c = g £
2 g o I | FR2-CM3 2
oo a o0
o & o %
s 04+ =5 I 044 =
3 g 3 g
& - g 1]
|
< | FR2-CM2 s < S
) ! I
00— b 00—t
T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Volume (mL) Volume (mL)

Figura 9. Fracionamento do veneno bruto de B. pauloensis. (A) Cromatografia liquida de troca iénica do veneno
bruto. (B) SDS-PAGE 15% das fracOes coletadas em A. (C) Cromatografia liquida em fase reversa da fracdo CM2.
(D) Cromatografia liquida em fase reversa da fragdo CM3.

O fracionamento do veneno bruto de B. pauloensis por cromatografia de troca ibnica
apresentou relativo padrdo de repeticdo dos cromatogramas (RODRIGUES et al., 1998;
AZEVEDO et al., 2016; BORGES et al., 2016). A obtencdo da BnSP-6 e BnSP-7 pelo protocolo
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original (RODRIGUES et al., 1998) determinou a atual nomenclatura destas toxinas (Fracéo 6 e
7 da cromatografia de troca idnica do veneno de Bothrops neuwiedi de Botucatu/SP,
respectivamente BnSP-6 e BnSP-7) e pouco difere do padrdo cromatogréfico com o mesmo
protocolo de isolamento com o veneno desta espécie localizada em Batatais/SP (AZEVEDO et
al., 2016; BORGES et al., 2016). A proximidade dessas duas ultimas fracbes (6 e 7) no
cromatograma indicam a semelhanca de pl entre ambas (RODRIGUES et al., 1998; AZEVEDO
et al., 2016; BORGES et al., 2016), demonstrada de modo mais evidente no cromatograma do
protocolo original de separacdo do veneno bruto, na qual a ultima fracdo mostrou uma subfracéo
minoritaria sendo esta denominada como fracdo 6 (correspondente a BnSP-6) (RODRIGUES et
al., 1998). Contudo, o resultado com tal protocolo ndo foi devidamente replicado ao utilizar
veneno de B. pauloensis de serpentario de Morungaba/SP, em que foram eluidas apenas trés
fracdes, sendo a terceira fragcdo identificada pelo autor como a fragcdo que correspondia as
proteinas BnSP-6 e BnSP-7 (LIMA et al., 2017). Tal discrepancia de resultados poderia ser
explanada por variedade bioldgica entre as especies dessas regides (seja por idade e género dos
animais utilizados, ou mesmo a fonte da recepc¢ao dos animais pelos serpentarios destas cidades),
porém ndo foi indicada nenhuma alteragdo no padrdo cromatografico do fracionamento deste
veneno de Morungaba/SP em estudo recente (BORGES et al., 2018).

No presente estudo, utilizando-se do mesmo protocolo de purificagdo, coluna
cromatografica e fonte do veneno bruto de Lima e cols. (2017), foi obtida resposta de
fracionamento com a presenca de uma fracao adicional. Além disso, as caracteristicas de SDS-
PAGE 15% deste estudo com os de Lima e cols. (2017) apresentam informacdes contraditorias
entre si. Ao passo que a ultima fracdo (CM3) do estudo de 2017 (Figura 1C de Lima e cols.,
2017) esteja apenas com proteinas de tamanho de = 13 kDa, o presente estudo claramente
demonstra mais de uma massa molecular para a fracdo equivalente (Figura 9B). De maneira
intrigante, a submissdo da CM3 (LIMA et al., 2017) em cromatografia em fase reversa teve
como produto 4 subfracGes, entre as quais apenas uma com tamanho molecular de PLA?, a qual
foi atribuida a identidade da BnSP-7. A principal semelhanca desse trabalho com o presente
estudo foi a existéncia de proteinas de massa de PLA> nas fragdes equivalentes da CM2 (Figura
9B), porém sem a devida identificacdo sequencial em ambos. Deste modo, frente a diversas
diferencas encontradas entre os estudos analisados (RODRIGUES et al., 1998; BORGES et al.,
2016; AZEVEDO et al., 2016; LIMA et al., 2017), foi esperada a obtencdo de resultados
distintos entre as cromatografias liquidas em fase reversa dos mesmaos.

Vale ressaltar que os estudos que realizaram o sequenciamento da regido N-terminal da
BnSP-7 (BORGES et al., 2016) e da BnSP-6 (AZEVEDO et al., 2016), as quais deveriam

distingui-las entre si, ndo indicaram o residuo que as diferem (de acordo com as sequéncias
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primarias das estruturas 1PCO e 1PC9 depositadas no PDB). Assim, os autores destes estudos
garantiram as devidas identidades destas toxinas, apenas pela origem de cada fracdo coletada a
partirda cromatografia de troca ionica do veneno bruto. As diferengcas observadas entre 0s
cromatogramas apresentados e descritos no presente estudo podem ser explanados por dois
motivos: a provavel diferenca de resolucdo das colunas utilizadas nos estudos (tamanhos de
poros diferentes, porém nao informados nos métodos do trabalho), apesar da resina informada ter
sido a mesma (CM-Sepharose, GE Healthcare) (RODRIGUES et al., 1998; AZEVEDO et al.,
2016; BORGES et al., 2016; BORGES et al., 2018); e a extensa variabilidade ontogenética,
biol6gica e ambiental que diferem a quantidade e composicdo de moléculas existente nos
venenos de serpentes (SANZ et al., 2019). De modo semelhante, investigacfes bioguimicas e
vendmicas tém revelado consistentemente diferencas composicionais, funcionais e imunoldgicas
notaveis nos venenos das variantes geogréaficas da vibora-de-Russell (Daboia Ruselli) em todo o
subcontinente indiano (PLA et al., 2019). Deste modo, frente aos pontos levantados entre os
estudos com as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6, foi justificada a devida investigacdo da identidade

das proteinas aqui isoladas (das fracdes CM2 e CM3) por espectrometria de massas.

3.2 Espectrometria de massas (EM)

As fracOes coletadas a partir da cromatografia em fase reversa (FR1-CM2, FR2-CM2,
FR1-CM3 e FR1-CM3) foram investigadas pela técnica de espectrometria de massas, em
colaboracdo com a Dr. Lucilene Delazari (CEVAP), com o intuito de confirmar a identidade das
toxinas BnSP-7 e BnSP-6, bem como sua fracdo de origem. As analises iniciais destas amostras
indicaram a presenca de proteinas PLA:-like nas fra¢cbes FR1-CM2 e FR1-CM3 e a auséncia das
mesmas nas fracbes FR2-CM2 e FR2-CM3, sugerindo que tais proteinas correspondam as
demais amostras “contaminantes” visualizadas em SDS-PAGE de massa molecular superior a 15
kDa (Figura 9B). Apesar da confirmacdo da presenca de PLA2 nas amostras FR1-CM2 e FR1-
CM3, ndo foi possivel distinguir as suas identidades entre a BnSP-7 e a BnSP-6, devido ao fato
de ndo ter sido detectado na analise qualquer peptideo da regido onde fica localizado a unica
mutacdo que as diferem entre si (PDB 1PCO e 1PC9). Deste modo, novos experimentos e
analises foram realizados inicialmente com a fracdo FR1-CM3. Porém, a andlise foi focada
somente sobre os ions carregados de valores de massas tedricas proximos dos pequenos
fragmentos (m/z entre 300 e 500 Da) que permitiriam a diferenciacdo da identificacdo de ambas
as toxinas. Assim, 85% dos residuos da FR1-CM3 foram detectados, ainda sem a possibilidade

de diferenciacdo entre as proteinas BnSP-7 e BnSP-6 (Tabela 4).
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Tabela 4. Alinhamento da sequéncia de residuos de aminoécidos da BnSP-6 e BnSP-7.

S LPELGKHILOETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGE=% 77
CRCCYVHK' KKLTGCDPK KDRYSYSWKDKTIVCGENNP
(BnSP-6)  C1KELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPECKKAS C

PDB

pOB  SLFELGKMILOETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGEPX 7™

OKCCYVHKCT YXKLTGCDPK XDRYSYSWKDKTIVCGENNP
(BNSP7)  CLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPECKKADZ ©

Os residuos de aminoacidos em destaque (em cinza) identificam os fragmentos detectados semelhantes a respectiva
toxina informada, enquanto que os residuos destacados em vermelho identificam a Unica diferenca entre as toxinas
BnSP-6 e BnSP-7.

Apesar de ter sido utilizado um espectrometro de elevada capacidade de resolucdo de
deteccdo, os peptideos encontrados ndo permitiram a devida identificacdo das fragdes de PLA..
O fato da pequena regido de interesse estar compreendida entre duas regides de clivagem da
tripsina (residuos de arginina e lisina) pode sugerir a necessidade da selecdo de outra enzima
para digestdo das fracbes FR1-CM2 e FR1-CM3. Além disso, na possibilidade dos peptideos
gerados dessa regido de interesse demonstrar a caracteristica de ndo-ionizacéo, outras técnicas de
elucidacéo estrutural primaria devem ser adotadas, como por exemplo, a técnica de cristalografia
desenvolvida no presente estudo. Porém ainda se faz necessario a atualizacdo dos bancos de
dados que sdo utilizados para comparagdes de sequenciamento de estruturas primarias, ja que 0s
bancos disponiveis se encontram em confiabilidade duvidosa e limitados para tais comparaces.
Corroborando com essa ideia, ainda existem situacdes nas quais 0 genoma de uma determinada
espécie ndo esta completamente disponivel ou sequenciado. Neste cenario, € necessario derivar a
sequéncia primaria de aminoacidos de um determinado peptideo baseado Unica e exclusivamente
nos dados obtidos por espectrometria de massas sem recorrer a banco de dados, ou seja, pelo
método conehcido por sequenciamento de novo (CANTU et al., 2008). Este seria de relevante
importancia para atualizar os bancos de sequenciamento primario de moléculas utilizando como

ferramenta a espectrometria de massas.

3.3 Dicroismo Circular (CD)

Para continuar a caracterizacdo das proteinas, 0s estudos estruturais foram realizados com
amostras de miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6 isoladas pelo mesmo protocolo (item 2.1.2) e cedidas
pelo colaborador Dr. Andreimar M. Soares (FIOCRUZ/RO). Assim, essas amostras foram

submetidas a ensaios de espectroscopia de dicroismo circular para avaliacdo inicial da
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integridade das estruturas secundérias destas miotoxinas PLA:-like. Para cada toxina, foi obtido
um espectro de CD (Figura 10) que apresentou caracteristicas similares entre si e esperadas a
estas e outras PLA;s, como a predominancia de estruturas em hélices-a, corroborada pela
obtencdo dos valores minimos de elipticidade molar residual em 222 nm e 208 nm e do valor
méaximo em 191 nm (LIMA et al., 2017; CEDRO et al., 2018).
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Figura 10. Espectro de dicroismo circular da BnSP-7 e BnSP-6 diluidas em &gua

ultrapura na concentracgao de 0,5 mg/mL.

3.4 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

A informacdo da dindmica das particulas nos experimentos de DLS é derivada a partir da
flutuacdo da intensidade espalhada pela amostra durante um intervalo de tempo definido no
experimento (HOFMANN, 2010). Assim, foi possivel estimar o raio hidrodindmico e a
polidispersividade das miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6. Abaixo foram demonstrados os resultados

obtidos por DLS da de ambas as toxinas em diferentes temperaturas (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Dados de espalhamento de luz dindmico (DLS) da BnSP-7 (3,0 mg/mL em agua deionizada)

BnSP-7 (3,1 mg/mL) Raio hidrodinamico (nm) Polidispersividade (%o)
10 °C 3,7 31,7
20 °C 2,2 40,1
25°C 3,4 45,8
37°C 3,4 41,4
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Tabela 6. Dados de espalhamento de luz dindmico (DLS) da BnSP-6 (2,2 mg/mL em agua deionizada)

BnSP-6 (2,2 mg/mL) Raio hidrodinamico (nm) Polidispersividade (%0)
10 °C 1,6 15,4
20 °C 1,4 21,3
25°C 2,4 30,0
37°C 3,8 22,3

A andlise dos experimentos de DLS apresentam a BnSP-7 com elevada polidipersividade
(Pd > 15%) em todas as temperaturas (Tabela 5), corroborando a dificuldade em obter
monocristais BnSP-7 nos testes de cristalizagdo. A 20 °C a BnSP-7 mostrou um raio
hidrodindmico médio que corresponde a outras proteinas PLA-like botropicas em solugdoem
uma conformacgdo dimérica (FERNANDES et al., 2010; SALVADOR et al., 2013; CARDOSO
et al., 2018; CARDOSO et al., 2020). Entretanto, o indice de Pd indica que a distribuicdo de
tamanho molecular da proteina esta heterogénea, demonstrando diversos estados oligoméricos
nesta solucdo, dificultando o processo de cristalizacdo desta proteina. Enquanto isso, a BnSP-6
apresenta o melhor indice de Pd a 10 °C, denotando maior homogeneidade em relacdo as demais
condig@es, favorecendo assim sua cristalizagdo (Pd =~ 15%) (FERRE-D’AMARE & BURLEY,
1997). Além disso, a estimativa do raio hidrodindmico da BnSP-6 em agua permite sugerir o
comportamento oligomeérico em mondmeros nas temperaturas mais baixas (10-20 °C), a medida
que se aparecem dimeros (25 °C) e tetrameros (37 °C). Contudo, o indice de Pd nestas
temperaturas mais elevadas (> 10 °C) indica heterogeneidade da amostra, denotando mistura de
estados oligoméricos desta proteina. Deste modo, apesar dos estudos cristalograficos anteriores
com estas toxinas utilizarem agua deionizada para solubilizacdo das amostras (FONTES et al.,
1999; LIMA et al., 2017), os ensaios de DLS realizados indicam a necessidade de se buscar
novas alternativas de solubilizacdo dessas proteinas, com o intuito de diminuir sua

heterogeneidade e, consequentemente, aumentar a taxa de sucesso de sua cristalizagéo.

3.5 Testes de cristalizacdo da BnSP-7 e BnSP-6 nativas e cocristalizadas com acidos graxos
Inicialmente, os testes de cristalizacdo foram realizados com as amostras de proteinas
identificadas por protocolos anteriores como BnSP-7 e BnSP-6, utilizando as principais
condicdes de cristalizacdo conhecidas para estas e outras proteinas PLA2-like botrépicas
(FONTES et al., 1999; LIMA et al., 2017; SALVADOR et al., 2017; CARDOSO et al., 2018).
Entre as melhores condi¢des obtidas e suas otimizacdes (Tabela 7), a condicdo de cristalizacdo
denominada 1.2A permitiu a obtencdo de monocristais hexagonais da amostra BnSP-6 ap6s 5

dias de incubacdo a 283 K (Figura 11A), os quais foram retirados para coleta de dados de
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difracdo de raios X ap06s 21 dias de incubacdo (Figura 11B). Apesar de j& ter sido obtidos
monocristais de BnSP-7 nas condigdes utilizadas de solubilizacdo da toxina e de sua cristalizagéo
(FONTES et al., 1999), ndo foi possivel obter cristais a partir da amostra identificada como
BnSP-7. Tal situacdo foi dada provavelmente pelo elevado indice de Pd da BnSP-7 (Tabela 5),
podendo ser revertida com a diélise da amostra em outras condic¢6es de solubilizacdo da toxina
(com tamponamento salino, por exemplo), até a obtencdo de uma maior homogeneidade dessa

amostra em solucdo (Pd < 15%).

Tabela 7. Condicdes de cristalizacdo avaliadas de melhores resultados obtidos.

Condicéo 1.2A Condicéo 3A Condicéo 4A Condicéo 5.4A
CZE';QSGN%OZ KSCN NasCeHsO7(pH 5,6)  Tris-HCI (pH 8,5)
(0,1 M) (0,15 M) (0,1 M) (0,1 M)
(NH4)2S04 Isopropanol Li2SO4
(0,2 M) (20%) (0,1 M)
PEG 8000 PEG MME 2000 PEG 4000 PEG 4000
(26%) (30%) (15%) (30%)

Figura 11. Evolucdo dos monocristais da amostra BnSP-6 nativa a 283 K. (A) Cristais obtidos ap6s 5 dias. (B)

Cristais de BnSP-6 ap6s 21 dias. Em destaque o monocristal retirado para coleta de difragdo de dados de raios X.

De maneira a aprofundar o conhecimento estrutural da ativacdo alostérica das miotoxinas
(FERNANDES et al., 2014; BORGES et al., 2017) e da busca do entendimento das diferencas
entre um ativador e um inibidor dessas toxinas, foram realizados testes de cocristalizacdo da
BnSP-7 e BnSP-6 com acidos graxos de diferentes tamanhos de cadeia carb6nica. Assim, essas

miotoxinas foram submetidas a testes de cocristalizacdo com acido caprilico (8 carbonos), acido
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miristico (14 carbonos) e &cido esteérico (18 carbonos), empregando as condicdes refinadas nos
testes de cristalizagdo com as proteinas nativas. Os melhores cristais foram obtidos com a
amostra de BnSP-6 cristalizada na presenca de acido estedrico (BnSP-6/EsA) (Figura 12) na
condicéo de cristalizagdo denominada 5.4 (Tabela 7). Da mesma forma que nos testes com a
BnSP-7 nativa, os testes de cocristalizacdo com os acidos graxos ndo obtiveram sucesso, 0 que
também pode ser solucionado com a diminuicdo da heterogeneidade da proteina em solucéo (Pd
< 15%). Além disso, ensaios de cocristalizacdo com concentracfes menores de PEG nas
condicbes podem ser mais eficientes, pela possibilidade destas moléculas apresentarem condi¢do
de competicdo por afinidade com os acidos graxos, uma vez que diversas estruturas
cristalogréaficas de miotoxinas PLA»-like apresentam PEG em seus canais hidrofobicos (DOS
SANTOS et al., 2009; FERNANDES et al., 2010; FERNANDES et al., 2013; SALVADOR et
al., 2013; SALVADOR et al., 2018).

Figura 12. Crescimento do cristal de BnSP-6 cristalizada na presenca de &cido
estedrico (BnSP-6/EsA) a 283 K. (A) BnSP-6/ESA com 7 dias de incubacdo. (B)
BnSP-6/ESA com 14 dias de incubagdo. Em destaque o monocristal retirado para

coleta de difracdo de dados de raios X.

3.6 Processamento de dados de difracdo de raios X, refinamento e resolucdo da estrutura
da BnSP-6

Dados de difracdo de raios X do monocristal (Figura 11B) foram coletados em um
comprimento de onda de 1,459 A, com a placa de imagens Pilatus 2M (Dectris) da linha de luz
MX2 (LNLS, CNPEM, Campinas/SP). O cristal, mantido a 150 mm do detector, teve cada
imagem dos pontos de difracdo obtida através da oscilacdo de 0,25° a cada 1 segundo de
exposicdo ao feixe. Os dados processados foram realizados na resolucdo de 2,37 A, com o
software AutoPROC v.1.0.5 (VONRHEIN et al., 2011). As estatisticas de coleta e
processamento dos dados foram incluidas na primeira parte da Tabela 9.
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A substituicdo molecular foi realizada utilizando como modelo a estrutura da BnSP-6
(PDB 1PC9, MAGRO et al., 2003). A melhor solugédo encontrada pelo software Phaser (McCOY
et al., 2007) foi submetida a ciclos de refinamento no software PHENIX (ADAMS et al., 2010).
A modelagem manual e a inspec¢do da densidade eletronica foram realizadas no software Coot
(EMSLEY et al., 2010). Assim, foram inseridas as moléculas de &gua para posteriores
refinamentos restritos no software PHENIX. Apesar da amostra isolada através do método de
Rodrigues e cols. (1998) e cedida pelo Dr. Andreimar Soares (FIOCRUZ/RO) ser identificada
como a miotoxina BnSP-6, a nuvem eletronica da estrutura elucidada no presente estudo (Figura
13) apresenta claramente em sua posicdo 35 a cadeia lateral de um residuo de glutamina,
conforme esperado a miotoxina BnSP-7 e ndo para BnSP-6 (PDB ID:1PAQ; 1PC9). Assim, foi
obtida uma nova versao da estrutura cristalografica elucidada da BnSP-7 (Figura 14), referente
ao homodimero na unidade assimétrica disposto na conformacdo dimérica denominada
“alternativa” (DOS SANTOS et al., 2009) ou “compacta” (BORGES et al., 2017),
diferentemente da estrutura anterior desta toxina disposta em dimeros ‘“‘convencionais”

(MAGRO et al., 2003) ou “largos” (BORGES et al., 2017).

Figura 13. (A) Corte mostrando o aminoécido glutamina (GLN) na posicdo 35 perfeitamente ajustada com a
densidade eletrénica, referindo-se a proteina BnSP-7 que possui esse aminodcido na mesma posicdo. (B) Corte da
estrutura simulando uma glicina (GLY) na posicdo 35, esta, ndo possui a cadeia lateral que se ajustaria na densidade

eletrbnica mostrada.
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Figura 14. Estrutura cristalografica da BnSP-7 nativa elucidada em dimero alternativo/compacto. Observa-se a

diferenciacdo dos dois monémeros (A e B) da unidade assimétrica representados em cartoon (em rosa e azul).

Além das estatisticas de processamento e refinamento da estrutura cristalografica da
BnSP-7, na Tabela 8 tambeém sdo informadas as estatisticas da estrutura da BnSP-6 depositada
no PDB (1PC9) e da estrutura BnSP-7 (PDB ID: 1PAQ), a fim de se realizar analises
comparativas entre estas. Deste modo, nota-se que a BnSP-7 desse estudo, bem como a BnSP-7 e
a toxina BnSP-6 (MAGRO et al., 2003) isoladas pelo método de Rodrigues e cols. (1998) estdo
dispostas no mesmo grupo espacial (P 31 2 1), como observado frequentemente em proteinas
PLA:-like sem ligantes em seu canal hidrofébico (MURAKAMI et al., 2007; FERNANDES et
al., 2010; SALVADOR et al., 2017). No presente estudo, os dados foram processados e
refinados com completeza méaxima, inclusive na camada de maior resolugéo da estrutura (2,3 A),
em comparacdo aos cerca de 94% de completeza da estrutura original (PDB ID: 1PAQO) em
mesma resolucdo (MAGRO et al., 2003), resultando entdo em maior informacéao estrutural desta

proteina isolada pelo método de Rodrigues e cols. (1998).
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Tabela 8. Estatisticas de processamento e refinamento dos dados de difracdo de raios X da BnSP-7.

BnSP-6 BnSP-7
BnSP-7 * BnSP-7/EsA
(PDB 1PC9) (PDB 1PAO0)
a=b=570;c= a=b=577,c= a=b=577,c= a=b=572,c=
Cela unitéaria (A)
129,8 130,1 130,9 130,6
Grupo espacial P3:21 P3:21 P3:21 P3:21
} 43,0-2,3 30,0-25 30,0-2,3 49,5-2,3
Resolucdo (A)
(2,4-2,3)? (2,6-2,5)? (2,4-2,3)? (2,4-2,3)?
Reflexdes Gnicas 10403 (1023)? 8429 (885) ? 10966 (1356)? 10297 (1081)?
Completeza (%) 99,9 (100,0)® 91,1(90,2) 2 94,2 (95,9) 93,3 (100,0)?
/o (I) 16,9 (2,5)® 8,6 (1,6)° 12,5(2,2)? 155(2,3)?
Ruerge” (%) 3,4 (27,2)? 13,6 (46,3) @ 9,6 (64,6) ? 8,5 (75,7) ®
Reryst(%) 22,7 (26,9)? 18,6 (24,6) @ 20,1 (24,5) 22,3 (26,5)?
Reree(%) 25,4 (22,7)® 25,5(33,8)? 27,4 (27,9) @ 27,4 (27,4)
NUmero de atomos:
* Proteina 1853 1864 1864 1881
= Agua 87 228 397 81
Fator B (A?) 34,5 40,3 38,2 39,7
Grafico de
Ramachandran:®
= Regifes
o 96,2 89,9 91,4 94,5
Favoraveis (%)
= Regifes
Ay 215 1011 8,6 4,6
Permitidas (%)
= Regifes Nao
1,3 0,0 0,0 0,8

favoraveis (%)

aNUmeros entre parénteses representam os valores da camada de mais alta resolucao.’Ryierge= Znii(Zi(|1 ni,i<Ina>1[)) /
Zhuti, onde | ha,i € a intensidade de uma medida individual de uma reflexdo com indices de Miller h, ke |, e é a
intensidade média daquela reflexdo. Calculado para I>36 (1). *Rwork = ZhKI(|[Fobshki - Featchii|[)/|FODShi|, onde |Fobshl|
e |Fcalena| sdo as amplitudes dos fatores de estrutura observados e calculados, respectivamente. Reree é equivalente
a0 Rcryst, porém calculado com 5% das reflexdes omitidas do processo de refinamento. Calculado pacote de
programas PHENIX (ADAMS et al., 2010). "Os dados da coluna denominada BnSP-7 referem-se aos dados de

processamento e refinamento da estrutura cristalografica do presente estudo.

Os dados de coleta de difracdo de raios X do suposto cristal de BnSP-6 (obtido na
presenca de A&cido estearico) foram obtidos em difratbmetro Rigaku MicroMax-007HR,
disponibilizado pelo Dr. Shaker Chuck Farah (Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo). Seu devido processamento e refinamento mostraram que esta proteina, assim como a
proteina nativa, se tratava da BnSP-7 (renomeando-a como BnSP-7/ESA) e este, ndo mostrou o

acido estearico ligado ao seu canal hidrofébico e sim uma molécula curta de PEG
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(polietilenoglicol). Os dados de refinamento sdo mostrados na Ultima coluna da tabela 8.
Possivelmente o PEG compete com o ligante, j& que outras estruturas de fosfolipases Lys-49
também apresentaram polietilenoglicol ligados ao seu canal hidrofobico (PDB ID: 3CX1;31Q3;
2H8I; 3TOR). Explorar novas condigdes e proporces de proteina/ligante para obter cristais

cocristalizados é uma perspectiva, deixando em aberto tais ideias para futuros estudos.

3.7 Atividade hemolitica indireta

O teste de hemdlise indireta com eritrocitos e clara de ovo demonstrou que as proteinas
BnSP-6 (N6) e BnSP-7 (N7) ndo possuem atividade fosfolipasica, visto que ndo houve a
formacdo de halo nas perfuracGes testadas (Figura 15). Como ja apresentado (se¢do 1.3) essas
proteinas sdo enzimaticamente inativas devido a algumas muta¢des naturais, como a substituicao
do residuo de &cido aspartico na posicdo 49 (Asp49) pelo residuo de lisina (Lys), auxiliando na
incapacidade de coordenagdo do fon Ca?* (revisado por FERNANDES et al., 2014). Em
contraste, o0 veneno bruto (VB) de B. pauloensis apresentou um halo hemolitico translicido de
22 mm de raio ap6s 16 horas (Figura 15), assim como outros venenos botropicos que também
apresentaram atividade hemolitica (KETELHUT et al., 2003; CARDOSO, 2003). Deste modo, a
atividade hemolitica verificada com o tratamento de veneno bruto (VB) foi devida a acédo
catalitica das PLA>s, com a devida formacao de lisofosfolipideos como subproduto da catélise,
0s quais atuaram como tensoativos (surfactantes) sobre a membrana plasmatica (TAN; TAN,
1988).

Figura 15. Atividade hemolitica indireta do veneno
bruto (VB) de Bothrops pauloensis e das fra¢des das
toxinas BnSP-7 (N7) e BnSP-6 (N6).
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3.8 Transformacdes de células de E. coli DH5a por choque térmico
O resultado da transformacao das col6nias de E. coli pode ser visualizado na Figura 16. A
placa contendo 50 pL de celulas transformadas que cresceram em meio agar com 25 pg/mL de

Zeocina™, foi a escolhida para a selecdo de algumas col6nias que foram submetidas a PCR.

Figura 16. Placa dos transformantes de E.coli DH5a

contendo 25pug/mL de Zeocina™ e 50 pL de células

transformadas.

3.9 Clonagem do vetor pPicZaA-BnSP-7 em E. coli DH5a competentes

Para a confirmagédo da insercdo do vetor pPicZo.A contendo o cassete de expressdo para a
proteina BnSP-7, foram selecionadas 6 colonias para a extragdo através do kit PureYield™
Plasmid Miniprep System e posterior PCR. A confirmacdo da sequéncia que codifica a proteina
BnSP-7 pode ser visualizada em gel de agarose a 1% pela presenca de banda com massa em

pares de base compativel com o tamanho do vetor utilizado (Figura 17).
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1000 pb
800 pb

Figura 17. Eletroforese da PCR de coldnia dos transformantes de E. coli DH5a. Col6nias
numeradas de 1 a 6 contendo o vetor pPicZaA-BnSP-7 e nimero 7 representando o controle

negativo.

3.10 Linearizacao do plasmideo pPicZaA-BnSP-7

A reagdo de linearizag¢ao do plasmideo pPicZaA contendo a sequéncia referente a proteina-
alvo é necesséria para a integracdo do cassete de expressdo no genoma da levedura. Assim, para
a digestdo do plasmideo, foi utilizado a enzima Sacl (Invitrogen®). Nota-se a eficiéncia no
processo de linearizacdo pela diferenca no tamanho das bandas do material genémico intacto e
linearizado, pois nessa forma, 0 DNA percorre 0 gel com maior resisténcia do que um material

gendmico circular (Figura 18).
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Figura 18. Eletroforese da linearizagdo do vetor pPicZaA-BnSP-7 com a enzima
Sacl. O gel de agarose 1% mostra bandas referentes ao material intacto (5 e 6) e
linearizado (1, 2, 3 e 4), corado com SYBR® 22 Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).
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3.11 Transformacao das células competentes de P. pastoris por eletroporacao

O vetor pPicZaA-BnSP7 linearizado foi inserido em células competentes de P. pastoris
por eletroporacdo para integracdo no genoma da levedura. Apoés a transformacgéo, as células de P.
pastoris foram cultivadas em meio contendo 100 e 500 pg/pL de Zeocina™ para selecdo de
coldnias resistentes (Figura 19). Todas as placas cultivadas cresceram coldnias, tanto as placas
contendo as células que foram purificadas direto do gel contendo o vetor linearizado (estratégia 1
do item 2.3.8) quanto as células preparadas com a estratégia 2 do item 2.3.8. Até entdo, todas as

colonias possivelmente estariam transformadas contendo o vetor pPicZaA-BnSP-7.

Figura 19. Placa dos transformantes em KM71H.As placas contém 500 pg/uL de
Zeocina™, indicando a presenca de coldnias positivas para o inserto referente a BnSP-7
recombinante tanto na estratégia 1 (A) quanto na estratégia 2 (B) de preparacdo do

plasmideo linearizado.

3.12 PCR de colbnia dos transformantes de P. pastoris e testes de viabilidade do antibidtico
e das células de P. pastoris KM71H

Visto que as colbnias de P. pastoris cresceram nas placas contendo variacdes de
concentragdo de Zeocina™, foi necessario a confirmagdo do plasmideo no genoma da levedura
por PCR. Assim, as coldnias escolhidas foram submetidas a lise por dois protocolos (item
2.3.11) visando a certeza de que as células eucaridticas seriam lisadas para expor o material
genético e assim visualizar a confirmacdo no gel de agarose 1% apds a reacdo em cadeia de
polimerase.

Porém, ndo foi confirmada a insercdo do vetor nas células da levedura, pois no gel ndo
apareceu as bandas referentes a sequéncia da proteina-alvo contida no vetor pPicZaA-BnSP-7
(resultados ndo mostrados). Inicialmente, pensava-se que as células da levedura ndo foram

lisadas, por se tratar de uma célula superior (eucarioto) de dificil lise. Entdo essa etapa foi
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repetida varias vezes, visando um cuidado maior a cada passo: na preparacdo das solucdes,
pipetagem, tempo e materiais utilizados. Todas as etapas foram revisadas com o intuito de achar
onde estaria a possivel resposta para a ndo visualizacdo da sequéncia da proteina-alvo no gel da
PCR das células transformadas de P. pastoris, ja que nas placas contendo alta concentracdo do
antibidtico (no qual o vetor tem resisténcia) cresceram varias colonias. Para tanto, surgiram duas
davidas: (1) o antibidtico utilizado no trabalho; e (2) as células originais da levedura P. pastoris
linhagem KM71H.

O antibidtico Zeocina™ estava condicionado a -20 °C no laboratdrio, e este, era utilizado
para outros trabalhos de expressdo heter6loga do grupo ha alguns anos. Para testar se o
antibiotico ainda estava viavel, foram feitos alguns testes com a bactéria E. coli original, ou seja,
células que ndo continham o vetor de resisténcia a Zeocina™. Os meios continham
concentracdes diferentes de células e de antibidtico, em todas as concentracfes cresceram a
bactéria. Concluiu-se entdo que o antibiotico, por estar muito tempo armazenado, poderia ter
sido submetido a algumas falhas no armazenamento e manuseio, ja que a Zeocina™ ¢
extremamente sensivel a temperaturas, condi¢fes salinas e luminosidade (de acordo com o
fabricante).

Dessa forma, foi adquirido um novo lote de Zeocina™ pela empresa Invitrogen®, e todo o
procedimento de expressao foi refeito. Porém, ao chegar a etapa da PCR dos transformantes de
levedura, o gel de agarose ndo apresentava bandas com a sequéncia BnSP-7 do vetor pPicZaA-
BnSP-7, mesmo apresentando colbnias (dos transformantes em levedura) nas placas que
continham concentracdes diferentes do antibidtico. Novamente testes de viabilidade do
antibidtico foram feitos para descartar a possibilidade de o novo antibiotico estar ineficiente para
os procedimentos da proteina recombinante. Primeiramente foram plaqueadas células de E. coli
original em diferentes volumes em meio &gar contendo diferentes concentracbes da nova

Zeocina™. Os resultados sdo mostrados a seguir (Figura 20).
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100 uL células E.coli
0,10 mg/mL Zeocina

200 uL células E.coli | 200 uL células E.coli
0,10 mg/mL Zeocina ' 0.50 mg/mL Zeocina
T

Figura 20. Placas contendo células de E. coli original em diferentes concentragdes do antibidtico Zeocina™.

E possivel visualizar col6nias de bactérias em todas as concentracdes do antibidtico.
Assim, foi feito outro teste em meio liquido, para descartar a possibilidade de o antibiotico ter
sido afetado pela temperatura do meio agar quando inoculado. Como pardmetros foram
utilizados outros dois antibioticos, a Canamicina e o Cloranfenicol, ambos muito utilizados em
experimentos de expressdo heterdloga em bactéria E. coli (DE SOUZA et al., 2009; SOUZA et
al., 2010; WU, 2019). Os resultados sdo apresentados nas Figuras 21, 22 e 23.
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BRANCO 0,33 mg/mL Zeo 0,50 mg/mL Zeo

Figura 21. Tubos contendo bactérias em diferentes concentragdes de Zeocina™

apos 16 horas de incubacdo a 37 °C.

E possivel identificar crescimento de bactérias (meio turvo) em todas as concentracdes do

antibidtico Zeocina™ na Figura 21 comparando-as com o branco.

0.03 mg/mL Can 0,17 mg/mL Can

Figura 22.Tubos contendo bactérias em diferentes concentra¢des de Canamicina.

Ao analisar a Figura 22, a atencdo é direcionada aos tubos contendo as concentracfes de
0,33 mg/mL e 0,50 mg/mL do antibidtico Canamicina. Nestes, ocorreu o esperado pouco ou nulo
crescimento de bactérias, pois em altas concentracfes do antibidtico o crescimento de bactérias é

quase impossivel.
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0,03 mg/mL Clo 0,17 mg/mL Clo 0,33 mg/mL Clo 0,50 mg/mL Clo

Figura 23. Tubos contendo bactérias em diferentes concentragdes de Cloranfenicol.

Os resultados apresentados no teste com o antibidtico Cloranfenicol (Figura 23)
demonstram que praticamente ndo houve crescimento de bactérias em nenhuma concentracdo do
antibiético comparando-os com o tubo controle (branco).

Esses testes foram realizados com o intuito de apresentar a empresa da qual foi adquirido o
antibidtico Zeocina™, a ineficiéncia do mesmo para o experimento alvo desse estudo. Os outros
antibio6ticos foram utilizados como comparacédo para o relatério enviado a empresa.

A segunda duvida levantada a partir dos resultados obtidos da expressdo heteréloga, foi
sobre as células originais da levedura metilotrofica P. pastoris. No decorrer das tentativas, foi
observado que na etapa de preparacdo das células KM71H para receber o vetor por
eletroporacdo, essas células cresciam de modo exagerado, chegando a DO a Asoo exigida para a
eletroporacdo com um tempo muito inferior ao esperado. Tentativas de fazer uma curva
logaritmo de crescimento do pré-indculo foram falhas, pois o crescimento ndo seguia parametros
estaveis de tempo e densidade dptica. As células originais de P. pastoris linhagem KM71H
vieram da Universidade Federal de Uberlandia, e estavam armazenadas a —80 °C ha alguns anos
no laboratério. Surgiu a questdo de contaminacgéo dessas células por outros microrganismos pelo
fato do rapido crescimento na preparacdo do pré-indculo. Assim alguns testes foram realizados
em parceria com a Prof®, Dr® Sandra de Moraes do Departamento de Microbiologia e
Imunologia no Instituto de Biociéncias da UNESP com a finalidade da confirmacdo de
contaminantes nas células de levedura.

Foram avaliadas 3 células diferentes semeadas em placas de Petri: (I) células da placa
original de P. pastoris KM71H, (II) células repicadas da placa original de P. pastoris KM71H
que cresceram em forma de “tapete” e (I1) células da placa de P. pastoris transformadas que

supostamente estariam com o vetor pPicZaA-BnSP-7 (pois cresceram no meio contendo
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Zeocina™). Os resultados sdo apresentados nas imagens das laminas apds a coloracdo de Gram

na Figura 24.

“original isolada

Figura 24.L&minas de coloracdo de Gram. (A) Lamina da placa original de P. pastoris KM71H, (B) Lamina da
placa repicada das células originais de P. pastoris crescidas em forma de “tapete” ¢ (C) Lamina da placa contendo

células KM71H supostamente transformadas.

Na Figura 24, é possivel visualizar em todas as laminas cocos em formato de cachos,
caracteristico de bactérias do género Staphylococcus, confirmando assim, a presenga de outros
microrganismos nas células originais e transformadas da levedura P. pastoris. Corroborando
também, com a ineficiéncia do antibidtico Zeocina™ na placa dos transformantes, no qual néo

foi seletivo as coldnias de leveduras que supostamente estariam com o gene de resisténcia a este.
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Porém, também € visualizado nas laminas, células caracteristicas de levedura, em processo
de divisdo assimétrica chamado de brotamento. Essas células estdo em menores quantidades na
lamina, por esse motivo, decidimos isolar a levedura em um meio recomendado para o cultivo,
isolamento e identificacdo de fungos patogénicos e leveduras denominado &gar Sabouraud
(Figura 25). Dessa maneira, 0s experimentos futuros de expressdao em P. pastoris linhagem

KM71H seriam realizados apenas com essas células puras e isoladas.

Figura 25. Placa contendo cultura pura de P. pastoris KM71H.
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Capitulo 4:

Conclusoes
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Conclusdes e perspectivas futuras

E possivel pontuar algumas consideragdes acerca dos estudos realizados. Primeiramente
ressalta-se a importancia dos estudos cristalograficos bem como outras técnicas biofisicas que
auxiliam na compreensdo do funcionamento de varias macromoléculas bioldgicas. No presente
estudo, através dessas técnicas, procurou-se corroborar com o atual mecanismo de acdo das
proteinas PLA>-like, assim como explorar possiveis inibidores e/ou ativadores dessas toxinas.
Pela técnica de cristalografia, foi possivel identificar que a amostra de BnSP-6 isolada pelo
método original se tratava da BnSP-7. Conclui-se que a técnica de cristalizagcdo provavelmente
serviu como uma etapa adicional de purificacdo da fracdo do veneno. Em relacdo as diferencas
encontradas entre os métodos de purificacdo do veneno é possivel sugerir que devido ao caminho
evolutivo da espécie Bothrops pauloensis foi obtida a observada diversidade proteémica do
veneno. Deste modo, torna-se necessaria a continua exploracdo e identificagdo do padréo
vendmico das espécies e subespécies de serpentes, levando em consideracdo suas caracteristicas
filogenéticas e geograficas.

Com o veneno dos especimes de B. pauloensis de Morungaba/SP, ndo foi possivel
informar a exata identidade das proteinas PLA»-like fracionadas pelos experimentos de
espectrometria de massas, devido ao insucesso na deteccdo e/ou ionizacdo de peptideos (de
apenas 3 residuos) do unico aminoacido diferencial entre as miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7, o qual
esta situado entre duas zonas de clivagem/digestdo pela tripsina (residuos de lisina e arginina). .
Assim, diferentes abordagens ainda sdo necessarias a devida identificacdo das isoformas, tais
como digestdes em diferentes pontos de clivagem e sequenciamento de novo, com subsequente
melhoramento dos bancos de dados disponiveis.

O desenvolvimento da porcdo biotecnologica deste estudo evidenciou a necessidade da
realizacdo de testes de qualidade e integridade dos insumos de cada etapa do processo de
expressdo heterdloga, denotando a complexidade deste processo. Deste modo, todas as etapas
criticas foram detectadas a devida obtencdo de miotoxinas PLA2-like (BnSP-7) em levedura
(Pichia pastoris). Consequentemente havera diminuicdo dos custos na obtencdo de miotoxinas
ofidicas de baixo rendimento em purificacdes do veneno bruto (e maior oferta deste material
para diferentes estudos/aplicacBes), além da possibilidade de alteracBes (mutacdes sitio-
dirigidas) na proteina, seja para fins de elucidacdo de mecanismos de acdo ou diferentes

aplicac@es biotecnoldgicas/terapéuticas.
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