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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Caracterizacao da porcéo glicidica de BJ46a, um inibidor de metaloproteinases
de venenos de serpentes

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Viviane de Almeida Bastos

O envenenamento por serpentes € uma condicdo de saude negligenciada que
registra altas taxas anuais de mortalidade e morbidade. A administragdo do soro
antiofidico, quando apropriada, é eficaz na neutralizacdo dos efeitos sistémicos do
envenenamento, mas novas abordagens terapéuticas sdo necessdarias para a
reducdo dos indices de morbidade. A resisténcia natural da serpente Bothrops
jararaca ao seu proprio veneno € atribuida parcialmente a presenca de uma
glicoproteina sérica, BJ46a, que atua como um inibidor natural de metaloproteinases
de venenos de serpentes (SVMP). O objetivo principal do trabalho foi caracterizar a
porcao glicidica de BJ46a e sua relevancia para a atividade biologica do inibidor. As
analises demonstraram que a porcéao glicidica de BJ46a é composta primariamente
por N-glicosilagcdes complexas e sialiladas, ancoradas nas posi¢cdes Asn76, Asn185,
Asn263 and Asn274. ApOs incubacdo prolongada (72h) de BJ46a com
exoglicosidases e PNGase F, foi possivel remover substancialmente a parte glicidica
do inibidor. BJ46a extensivamente desglicosilada foi capaz de interagir com a
metaloproteinase jararagina (SVMP de classe P-Ill) e inibir efetivamente sua
atividade proteolitica sobre azocaseina. Além disso, também analisamos a interacao
de BJ46a com diferentes metaloproteinases isoladas de venenos de serpentes. O
inibidor foi capaz de interagir com as SVMP (classe P-l) BaP1, atroxlisina-l e
leucurolisina-a, inibindo sua atividade fibrinogenolitica. O entendimento estrutural
da inibicAo de metaloproteinases por BJ46a pode levar ao desenho racional de
peptideos inibitérios que venham a ser utilizados tanto na terapia antiofidica quanto

em outras patologias.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Characterization of the glycan moiety of BJ46a, a snake venom
metalloproteinase inhibitor

ABSTRACT

MASTER’S DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

Viviane de Almeida Bastos

Snake bite envenoming is a neglected health condition that inflicts high rates of
mortality and morbidity every year. The antivenom treatment, when properly
administered, is effective in neutralizing the systemic effects but new approaches are
needed to address the issue of morbidity. The resistance of the venomous snake
Bothrops jararaca against its own venom is partly attributed to a serum glycoprotein,
BJ46a, that acts as a natural snake venom metalloproteinase inhibitor. Our main
goal was to characterize the glycan moiety of BJ46a and its relevance to its
biological activity. The analyses have shown that the glycan portion of BJ46a is
composed primarily by sialylated, complex-type N-glycans attached in the positions
Asn76, Asnl85, Asn263 and Asn274. Substantial glycan removal from BJ46a in
native conditions was attained by prolonged incubation (72h) with exoglycosidases
and PNGase F. Extensively deglycosylated BJ46a was able to interact with the class
Plll metalloproteinase jararhagin and effectively inhibit its proteolytic activity upon
azocasein. Also, we analyzed the interaction of BJ46a with different
metalloproteinases isolated from snake venoms. The inhibitor was able to interact
with the class P-I metalloproteinases BaP1, atroxlysin-lI and leucurolysin-a inhibiting
their fibrinogenolytic activities. The understanding of the structural requirements for
the metalloproteinase inhibition by BJ46a could lead to the rational design of
synthetic peptides that could be used in antiophidic therapy as well in other

pathologies.
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1 —INTRODUCAO

1.1- Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Os envenenamentos por serpentes constituem um grave problema de saude
publica em varios paises da Asia, Africa, Oceania e Américas do Sul e Central. Esta
patologia afeta principalmente a parcela mais pobre da populagdo localizada nas
areas rurais destas regifes, onde 0 acesso aos sistemas de saude é limitado e a
infraestrutura dos centros médicos é, por vezes, deficiente (Harrison et al. 2009).

A incidéncia real dos acidentes ofidicos no mundo ndo é conhecida; as
estimativas disponiveis atualmente baseiam-se em registros hospitalares,
frequentemente incompletos e ndo sistematizados em muitos paises, o que dificulta
o levantamento dos dados. Além disso, uma parte significativa das vitimas de
acidentes ofidicos dispensa o atendimento médico, dando preferéncia a tratamentos
tradicionais e assim contribuindo para a subestimacao dos indices de mortalidade e
morbidade (Rahman et al. 2010).

Ainda assim, as estatisticas mais conservadoras apontam para uma incidéncia
de cinco milhdes de acidentes ofidicos por ano, levando a 25.000-125.000 mortes e
400.000 pessoas com sequelas permanentes (Gutierrez et al. 2013). No Brasil,
estima-se que ocorram entre 26.000 e 29.000 casos de mordedura de serpentes por
ano (de Oliveira et al. 2009). Frequentemente associado a condicbes de
subdesenvolvimento, o envenenamento por serpentes tem recebido atencéo
insuficiente das autoridades de saude, e as altas taxas de mortalidade e morbidade
associadas levaram a Organizacdo Mundial de Saude a classificar o
envenenamento por serpentes como uma condicdo de saude negligenciada em
2009 (Williams et al. 2010).
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Figura 1: Incidéncia mundial dos acidentes ofidicos.

Reproduzido de Kasturiatne et al. (2008)

Estima-se que haja no mundo 3000 espécies de serpentes, das quais 410 sdo
consideradas venenosas; as serpentes pertencentes as familias Viperidae e
Elapidae séo responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos em todo o mundo
(Cruz e Lopes 2009; Warrell 2010). As cascavéis (género Crotalus) sao
responsaveis pela maior parte dos acidentes ofidicos na América do Norte,
enquanto que serpentes do género Bothrops estdo mais envolvidas em casos de
ofidismo nas Américas do Sul e Central (Gutierrez 2011).

No Brasil, a serpente Bothrops jararaca responde pela maioria dos casos de
ofidismo do pais, de acordo com os dados do Ministério da Saude (2012). Os
acidentes botrépicos apresentam uma sintomatologia muito caracteristica: edema,
equimose, bolhas, necroses e mionecroses s&o manifestacbes locais do
envenenamento, enquanto que coagulopatias, hemorragias, hipotenséo e faléncia
renal aguda sado sintomas sistémicos do acidente (Wen e Malaque 2013). Estas
manifestacdes clinicas sdo o resultado de uma acao sinérgica de varias proteinas
toxicas e ndo-toxicas, com ou sem acdo enzimatica, nos capilares sanguineos,

muasculos esqueléticos, terminais nervosos e em componentes do sistema
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hemostatico. O veneno de serpentes viperideas € particularmente rico em

metaloproteinases, serinoproteinases, fosfolipases Az e lectinas do tipo C / C-simile,

sendo que, no veneno de B. jararaca, as metaloproteinases sdo o0 componente mais

abundante (Nicolau 2012).
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Figura 2: Composic¢ao do veneno de Bothrops jararaca.

Reproduzido de Nicolau (2012).

1.2 — Metaloproteinases de venenos de serpentes
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As metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMP — snake venom

metalloproteinases) sédo toxinas especialmente envolvidas na progressdo da

sindrome hemorragica caracteristica dos acidentes botropicos. Devido a este efeito,

as SVMP também podem ser chamadas de hemorraginas (Kamiguti et al. 1996). As

SVMP pertencem a familia M12 das metaloproteinases, grupo que também engloba

as ADAM / ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase / a disintegrin and

metalloproteinase with thrombospondin motifs), proteinas envolvidas nos processos



de sinalizagdo, reconhecimento celular e interagdo com a matriz extracelular
(Edwards et al. 2008; Porter et al. 2005).

As SVMP séao sintetizadas na forma de zimdgenos (pré-pro-proteinase). A
regido “pré” consiste em uma sequéncia de enderecamento para o reticulo
endoplasmatico; a regidao do pré-dominio € composta de 200 residuos e apresenta a
sequéncia PKMCGVT, responsavel pela inibicdo do dominio catalitico em um
mecanismo conhecido como cysteine-switch. Neste mecanismo, 0 grupamento tiol
da cadeia lateral de cisteina liga-se ao fon Zn?* presente no sitio catalitico,
impedindo a atividade proteolitica da toxina (Hite et al. 1994; Ramos et al. 2003).

ApGs a sintese da toxina no reticulo endoplasmatico, as SVMP sé&o
enderecadas para o Golgi, para a maturacao de eventuais N-glicosilacdes e entdo
secretadas na forma de zimégenos pelas células endoteliais da glandula. Uma vez
no limen da glandula de veneno, as SVMP sofrem processamento proteolitico,
gerando a forma madura e biologicamente ativa da proteina (Moura-Da-Silva et al.
2009; Portes-Junior et al. 2014). Estas formas maduras sao entao classificadas em
diferentes classes — PI, PII, Plll — de acordo com os diferentes dominios estruturais
apresentados por estas proteinas (Fox e Serrano 2005).

A classe Pl é composta de metaloproteinases que apresentam apenas 0
dominio metaloproteinase em sua estrutura. Este dominio contém o motivo
HEXXHXXGXXHD, encontrado em todas as SVMP. As SVMP de classe PII
apresentam, além do dominio metaloproteinase, um dominio desintegrina em sua
estrutura. Este dominio contribui para a inibicdo da agregacao plaquetaria mediada
por colageno e adesao celular mediada por integrinas in vitro (Gutierrez et al. 2010).
Na recente classificacdo das SVMP proposta por Fox e Serrano em 2008, a classe
Pll foi subdividida nas classes Plla a Plle (Figura 3). As SVMP Plla sofrem
processamento no liumen da glandula de veneno, liberando um dominio desintegrina
e uma SVMP de classe PI; as Pllb ndo sofrem este processamento, mantendo o0s
dominios metaloproteinase e desintegrina unidos, enquanto que a subclasse Plic
representam a forma dimérica das SVMP de classe PlIb. Por fim, as subclasses Plid
e Plle consistem de uma forma precursora que da origem a desintegrinas diméricas
e heterodiméricas, respectivamente (Fox e Serrano 2008).

A classe PIll das SVMP, além de apresentarem o dominio desintegrina
caracteristico das SVMP de classe PIl, também possuem um dominio rico em
cisteina em sua estrutura. Este dominio, assim como o dominio desintegrina,

contribui para a inibicdo da agregacao plaquetaria in vitro, além de interagir com o
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fator de von Willebrand, e proteinas de matriz extracelular, como o colageno XIV e
XIl e matrilinas (Gutierrez et al. 2010). A classe PIII foi subdividida nas classes Pllla
a Pllld (Figura 3). A subclasse Pllla corresponde as SVMP com os dominios
metaloproteinase, desintegrina e rico em cisteina unidos; a subclasse Plllb é
representada pelas SVMP Pllla que sofrem processamento, liberando o dominio
metaloproteinase e os dominios desintegrina e rico em cisteina; a subclasse Pllic
consiste nas SVMP de classe Pllla que sofrem oligomerizacdo, gerando sua forma
dimérica. Por fim, a subclasse Pllld das SVMP, anteriormente classificada como
uma classe independente (classe PIV), engloba toxinas que apresentam dominios

de lectina tipo C ligados a estrutura da classe PIIl por pontes dissulfeto (Fox e
Serrano 2005; 2008).

AtrolysinB,C, D

P-la @3 —Protelnase{ 5
2 ‘ . Atrolysin E
P4la {3 “ rote“,‘,afo,‘i S "‘ c’: — Mvt;y-ols

P4dib 3 Proteinase S NDISH Jerdonitin

P-llc

V¥ 4Proteinase! S Bilitoxin

Homodimeric RGD-Dis

Pdld @3 Proteinase| S Dis ? +
Contortrostatin
D-l
? + Heterodimeric RGD-Dis
Pdle @3 Proteinase{ S (i Acostatin

P4lia {3 Proteinase| S (' Proteinase| S L?.“:'{;ﬁ{.‘,' Atrolysin A

il

P-llib @3 Proteinasel S L?",‘;‘«,f,{g‘ m+ S L‘f&i‘#;ﬁ{ﬁ' Catrocollastatin
P.llc P“Proteinaﬁel S ._‘,’.if,}mz.‘,' Py 4Proteinasel S ._?ﬁ'l.ﬁ!?,‘ VAP1

- i
(] P BN Proteinase( S L?k':'\.%{ﬁ' Proteinase| S L?.'(ﬂgﬁzr Lec | Lec | JIESVN

Figura 3: Representacdo esquemaética das classes de metaloproteinases
presentes em venenos de serpentes.
Reproduzido de Fox e Serrano (2008).
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A sindrome hemorragica promovida pelas metaloproteinases de venenos de
serpentes € extremamente complexa, envolvendo diversos alvos moleculares e que
se inicia logo apos a inoculacdo do veneno. Estudos ultraestruturais indicam que a
degradacédo dos componentes da membrana basal do endotélio vascular € um dos
eventos iniciais da hemorragia, levando ao extravasamento de eritrocitos e apoptose
de células endoteliais (Moreira et al. 1994; Tanjoni et al. 2005). Este
extravasamento de sangue promove isquemia dos musculos no local do acidente,
causando mionecrose, um efeito local caracteristico de venenos de serpentes
viperideas (Gutierrez e Rucavado 2000).

Paralelamente a ruptura dos capilares, as SVMP também contribuem com
alteracdes no sistema hemostatico, interagindo com varios elementos da cascata de
coagulacdo, promovendo fibrindlise, fibrinogendlise e ativando fatores de
coagulacdo (FX e FIl) (Sajevic et al. 2011). Tais alteracdes sado frequentemente
utilizadas na prética clinica para avaliar a severidade do envenenamento e a
eficiéncia da soroterapia (White 2005). As plaquetas, componentes fundamentais
da hemostasia, também sao afetadas pelas SVMP, que inibem sua agregacao
mediada por colageno e por integrinas de superficie, além de hidrolisarem o fator de
von Willebrand, glicoproteina auxiliar na agregacéo plaquetéaria, tornando o sangue
da vitima incoagulavel (Kamiguti 2005).

Além de induzir dano aos musculos locais e promover a sindrome
hemorragica, as SVMP também induzem a ativacdo de células inflamatdrias,
liberando mediadores inflamatérios e atraindo ainda mais células para o local do
acidente. Jararagina, uma SVMP de classe PIIl isolada do veneno de Bothrops
jararaca, possui ainda a capacidade de processar a molécula precursora do fator de
necrose tumoral a (TNF-a), citocina relacionada com a indugcéo de edema e necrose

no membro atingido (Clissa et al. 2001; Escalante et al. 2011).



1.3- Terapia Antiofidica e Inibidores Naturais de Venenos de Serpentes

A terapia antiofidica atual, proposta originalmente por Calmette, Phisalix e
Bertrand em 1894, baseia-se na administracdo parenteral do soro antiofidico,
produzido a partir da imunizagao de animais de grande porte com doses subletais
de venenos de serpentes (Calmette 1894; Espino-Solis et al. 2009). Os antissoros
podem ser monoespecificos (capazes de neutralizar as toxinas presentes em um
veneno de um Unico género de serpente) ou poliespecificos, produzidos a partir de
misturas imunizantes mais complexas, que neutralizam os efeitos deletérios de
venenos oriundos de diferentes géneros (Silva et al. 2013; Theakston 1997).

Quando administrado de maneira adequada, o soro antiofidico € capaz de
neutralizar efetivamente os efeitos sistémicos do envenenamento, como a sindrome
hemorragica e a faléncia renal aguda, no caso de acidentes botropicos. Os danos
locais, como a mionecrose e 0 edema, sdo parcialmente neutralizados. A ma
neutralizacdo dos efeitos locais pela soroterapia resulta de um conjunto de fatores,
como a progressdo extremamente rapida do dano tecidual, que danifica a
microvasculatura do local atingido e compromete o acesso das imunoglobulinas ao
local e a baixa resposta imune equina contra toxinas de baixa massa molecular
presentes nos venenos de serpentes, como as fosfolipases A2 e algumas
metaloproteinases (Battellino et al. 2003; Gutierrez et al. 2007; Queiroz et al. 2008).
A dificuldade em se combater os danos locais causados pelos envenenamentos
pode gerar desde sequelas leves até a amputacdo do membro atingido, contribuindo
para os altos indices de morbidade associados aos acidentes ofidicos (Gutierrez et
al. 2007).

Outro problema grave associado a terapia antiofidica é a ocorréncia de reagdes
anafilaticas, devido a exposicdo do sistema imunoldgico as imunoglobulinas de
cavalos e/ou seus fragmentos, que podem ocorrer de maneira imediata ou tardia
(5 a 24 dias apos a exposicao). A reacdo anafilatica tardia é caracterizada pela
formacdo de imunocomplexos — “doenga do soro”, que pode agravar ainda mais o
quadro clinico do paciente (Gutierrez 2012). Além disso, ha sérios problemas com
relacdo a seguranca dos antissoros (presenca de pirdgenos) e a logistica de
distribuicdo aos locais mais remotos, uma vez que os soros demandam condi¢des
especificas para a sua preservagado (Morais e Massaldi 2009).

Muitas estratégias vem sendo propostas para aumentar a eficacia dos soros

antiofidicos — uso de anticorpos monoclonais, novos métodos de purificacdo das
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imunoglobulinas, andlises venémicas e antivenémicas para otimizar o conteudo do
pool de venenos utilizado para imunizar os animais e, ainda, o uso de inibidores que
possam ser aplicados in situ para minimizar os danos locais causados pelos
envenenamentos. Nesse contexto, o estudo dos inibidores naturais de venenos de
serpentes torna-se de especial interesse para o desenvolvimento de terapias
complementares a administracdo do soro antiofidico (Girish e Kemparaju 2011;
Harrison et al. 2011).

Atualmente, estdo descritos 42 inibidores naturais de venenos de serpentes
isolados do sangue e dos tecidos de mamiferos e serpentes que apresentam uma
notével resisténcia aos efeitos deletérios do veneno. Estas proteinas agem como
aceptores sollveis, prontos para neutralizar a acdo das toxinas contidas no veneno,
por meio da formacdo de um complexo estavel e mantido por forcas de natureza
nao-covalente. Estes inibidores foram divididos em duas grandes classes: 0s
inibidores de metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPI — snake venom
metalloproteinase inhibitor) e os inibidores de fosfolipase Az (PLI — phospholipase A:
inhibitor) (Neves-Ferreira et al. 2010).

Os inibidores naturais de metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPI)
sdo glicoproteinas acidas, majoritariamente diméricas e mantém sua atividade
inibitéria em uma ampla faixa de pH e temperatura. Os SVMPI isolados do plasma
e tecido de mamiferos foram classificados como membros da superfamilia génica
das imunoglobulinas ou da familia da ficolina / opsonina P35. Por outro lado, os
inibidores isolados do plasma de serpentes foram classificados como membros da
superfamilia das cistatinas (Neves-Ferreira et al. 2010).

Do tecido muscular do porco-espinho Erinaceus europaeus foi isolada a
erinacina, o unico SVMPI pertencente a familia da ficolina / opsonina P35. Este
SVMPI apresenta uma estrutura multimérica complexa formada a partir das
subunidades a, de 38kDa, e [, de 35kDa. Juntas, estas subunidades formam um
arranjo do tipo aio - 2B10, € este agrupamento de 1.070 kDa constitui a erinacina. O
inibidor foi capaz de interagir com jararagina, uma SVMP de Bothrops jararaca, em
uma proporcao estequiomeétrica de 1:1; os autores especulam que a presenca de
dominios colageno-simile e fibrinogénio-simile presentes na erinacina podem ser 0s
responsaveis pelo processo de inibicdo de SVMP por esta molécula (Omori-Satoh et
al. 2000).

Os SVMPI da superfamilia génica das imunoglobulinas foram isolados de

marsupiais da familia Didelphidae e do mangusto Herpestes edwardsii, mamiferos
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conhecidos por predarem serpentes venenosas (Voss e Jansa 2012). DM43, isolado
do plasma do gamba Didelphis aurita, vem sendo amplamente estudado e foi o
primeiro SVMPI desta familia a ser completamente sequenciado. DM43 & uma
glicoproteina &cida de 291 residuos e apresenta trés dominios tipo imunoglobulina e
quatro sitios de N-glicosilacdo do tipo complexo. Em condi¢cdes nativas, DM43 é
uma proteina homodimérica, com subunidades de 43kDa cada uma. Analises por
modelagem molecular indicaram que o0 mondmero de DM43 apresenta trés dominios
proteicos (DO, D1, D2) e, no momento da interacdo com SVMP, o dimero se
dissocia e cada mondémero interage com uma molécula de toxina (Leon et al. 2012;
Neves-Ferreira et al. 2000; Neves-Ferreira et al. 2002).

Além de inibir a atividade hemorragica das metaloproteinases, DM43 também
foi capaz de inibir a atividade fibrinogenolitica e caseinolitica do veneno de Bothrops
jararaca, além de inibir a hidrolise de fibrinonectina. Entretanto, DM43 néo foi capaz
de interagir com jararagina-C, indicando que a interacdo DM43-toxina ocorre no
dominio metaloproteinase da toxina (Neves-Ferreira et al. 2000; Neves-Ferreira et
al. 2010).

O primeiro SVMPI isolado da superfamilia das cistatinas foi o inibidor HSF
(habu serum factor), do plasma da serpente Trimeresurus (Protobothrops)
flavoviridis. A andlise de sua estrutura primaria revelou que HSF € uma proteina de
322 residuos, com trés sitios putativos de N-glicosilagdo, bem como dois dominios
cistatina e um dominio rico em histidina (His-rich domain) na regido C-terminal.
Andlises por espectrometria de massas (MALDI-TOF) revelaram que HSF possui
uma massa de 47.810 Da. O inibidor foi capaz de inibir as metaloproteinases HR1 e
HR2 do veneno de T. flavoviridis e também metaloproteinases hemorragicas e nao-
hemorragicas do veneno de Gloydius halys brevicaudus, sugerindo um amplo perfil
de inibicdo de SVMP (Deshimaru et al. 2005; Deshimaru et al. 2003; Yamakawa e
Omori-Satoh 1992).

Outros inibidores da familia das cistatinas incluem cMSF e jMSF, isolados do
plasma das serpentes Gloydius blomhoffii brevicaudus e Gloydius blomhoffii e
apresentam 83,5% de identidade de sequéncia quando comparados com HSF.
Entretanto, estas proteinas apresentam uma delecdo de 17 residuos em sua
extremidade C-terminal, e sdo menos termoestaveis do que HSF (Valente et al.
2009).

Do plasma da serpente Bothrops jararaca, foi isolado o inibidor BJ46a, alvo

do presente trabalho. Assim como HSF, BJ46a apresenta dois dominios cistatina e
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um dominio rico em histidina em sua por¢do C-terminal. Por MALDI-TOF, BJ46a
apresentou uma massa de 46.101 Da, enquanto que, por cromatografia de exclusao
molecular, a massa do inibidor foi calculada em 79 kDa, sugerindo uma natureza
dimérica. Os experimentos de interacdo de BJ46a com atrolisina-C (SVMP de classe
Pl) e jararagina (SVMP de classe PIIl) indicaram que, no momento da interacéo,
ocorre a dissociacdo do dimero de BJ46a e que cada subunidade é capaz de
interagir com duas moléculas de toxina, provavelmente pelos dois motivos cistatina
presentes na estrutura do inibidor (Valente et al. 2001).

Recentemente, Ji e colaboradores demonstraram que BJ46a também é capaz
de inibir a invasdo, colonizacdo e metastase de células cancerigenas,
provavelmente por meio da inibicdo da atividade proteolitica das metaloproteinases
de matriz 2 e 9 (Ji et al. 2013). Logo, BJ46a se apresenta ndo s6 como uma
proteina promissora para o desenvolvimento de terapias complementares a
administracdo do soro antiofidico, mas também para a terapia do céncer e de

demais patologias associadas com a expressdo desregulada de metaloproteinases.

1.4- Glicosilagéo de Proteinas

De todos os 42 inibidores naturais de venenos de serpentes descritos até entéo,
32 deles foram descritos como glicosilados (Neves-Ferreira et al. 2010). A
glicosilagdo de proteinas € considerada como uma das modificacdes poés-
traducionais mais complexas encontradas em proteinas. As cadeias glicidicas
afetam o enovelamento, estabilidade e atividade biolégica, além de terem um papel
relevante em processos biolégicos fundamentais, como a adesdo celular,
transducgé&o de sinais e endocitose (Spiro 2002).

Os carboidratos podem ser ancorados a cadeia polipeptidica por ligacdes
glicosidicas em cadeias laterais de serina e treonina (O-glicosilacdo), ligacdes
carbono-carbono em residuos de triptofano (C-glicosilacdo), por &ancoras de
glicofosfatidilinositol (GPI), no extremo C-terminal de proteinas de membrana e,
ainda, por uma ligagdo amida (GIcNAc-B1-Asn) em cadeias laterais de asparagina
(N-glicosilagcao) (Freeze e Haltiwanger 2009; Moremen et al. 2012). Analises
bioinformaticas revelaram que pelo menos 50% das sequéncias proteicas

depositadas no banco de dados SWISS-PROT apresentam sequéncias consenso
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para a N-glicosilacdo, indicando que este tipo de insercdo de glicideos € o mais
frequente em glicoproteinas (Apweiler et al. 1999).

A N-glicosilacdo de proteinas ocorre no lumen do reticulo endoplasmatico,
simultaneamente a sintese da cadeia polipeptidica pelos ribossomos aderidos a
membrana da organela. O complexo enzimatico da oligossacariltransferase (OST)
catalisa a transferéncia de um glicideo precursor, composto de trés residuos de
glicose, nove de manose e dois de N-acetilglicosamina (GlcsManeGIcNAc:2) para a
sequéncia consenso de N-glicosilacdo (NXS / NXT / NXC, onde X equivale a
qualquer residuo com excecdo de prolina). E importante ressaltar que, apesar da
presenca da sequéncia consenso ser uma condi¢do necessaria para ocorréncia de
N-glicosilacdo, a adicdo dos glicideos pela OST pode ser restringida pela
conformacdo da cadeia polipeptidica nascente e até mesmo pela natureza do
aminoacido que ocupa a posicdo X — residuos acidos, como aspartato / glutamato
reduzem a eficiéncia da reacdo e a sequéncia consenso pode nédo ser glicosilada,
criando a chamada macroheterogeneidade, isto €, a ocupacdo variavel das
sequéncias consenso de N-glicosilacdo apresentadas por uma dada glicoproteina
(Stanley et al. 2009).

Apos a transferéncia do glicideo precursor pela OST, ocorre a remocdo das
glicoses terminais por a-glicosidases, 0 que promove a ligacdo da cadeia
polipeptidica as chaperonas calnexina e calreticulina, iniciando o enovelamento
proteico (Molinari 2007). Uma vez corretamente enovelada, manosidases removem
residuos de manose terminais da proteina, o que € interpretado como um sinal para
o inicio da exportacdo da proteina para o Golgi (Kamiya et al. 2012).

Nesta organela, diferentes glicosidases e glicosiltransferases atuam
sequencialmente para sintetizar a forma madura da parte glicidica. De acordo com
os glicideos presentes nas ramificacfes, os N-glicanos podem ser classificados em
trés categorias estruturais: glicosilacdes do tipo rico em manose, hibrido ou
complexo. Em todas as trés categorias, os N-glicanos compartilham um nucleo
comum, formado por dois residuos de N-acetilglicosamina e trés de manose
(GlcNAc2Mans). Eventualmente, ocorre a adigdo de fucose ligada na posi¢cao a1—6
a segunda molécula de GIcNAc (Stanley et al. 2009).

Em N-glicosilagBes do tipo rica em manose, as ramificagbes da cadeia glicidica
apresentam apenas residuos de manose; no tipo complexo, o oligossacarideo
precursor sofre desbaste de glicosidases para ocorrer a adicdo de novos residuos

como N-acetilglicosamina, galactose e acido sialico; por fim, as N-glicosilacées do
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tipo hibrido apresentam antenas compativeis com ambos tipos de cadeias
oligossacaridicas descritas anteriormente (Figura 4) (Aebi et al. 2009; Stanley et al.
2009).

E interessante notar que as glicosiltransferases e glicosidases residentes no
Golgi competem entre si por aceptores e por cofatores, e sua expressao varia em
funcdo do tipo celular, do estagio de desenvolvimento e do microambiente celular.
Assim, a natureza dos acucares e a quantidade de ramificacbes presentes na parte
glicidica de uma proteina sédo variaveis, podendo cada sitio de N-glicosilacao
apresentar diferentes estruturas glicidicas associadas, o que é chamado de

microheterogeneidade glicidica (Marifio et al. 2010).

Rico em manose Complexo Hibrido

Legenda:

.- Manose O- Galactose [l - N-acetilglicosamina A - Fucose . - Acido sialico

Figura 4: Tipos de N-glicosilacdo encontrados em glicoproteinas.
Adaptado de (Stanley et al. 2009).
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A macro- e a microheterogeneidade na glicosilacdo de proteinas resulta em
uma seérie de glicoformas para uma unica proteina, cada uma podendo ter sua
propria fungdo biolégica (Schwarz e Aebi 2011; Skropeta 2009). Além disso, 0s
diferentes (glicideos ancorados em uma glicoproteina podem influenciar
significativamente a atividade biol6gica. Como exemplo, varios componentes da
cascata de coagulacdo sanguinea sao proteinas glicosiladas, e para o fator tecidual,
a desglicosilacdo promove uma queda em sua atividade procoagulante; efeito
semelhante foi visto para o fator X, onde a remocéo dos residuos de acido sialico
desta glicoproteina reduziu expressivamente sua ativacdo tanto pela via intrinseca
guanto pela via extrinseca de coagulacdo (Preston et al. 2013).

Por outro lado, ha relatos na literatura associando a N-glicosilagdo com um
aumento na atividade enzimética — darbopoietina, um analogo hiperglicosilado da
eritropoietina, apresenta uma maior meia-vida plasmatica e atividade enzimatica
superior a da eritropoietina recombinante in vivo. Para alguns receptores de
membrana, a perda da glicosilacdo reduz a afinidade do receptor ao seu ligante
(Skropeta 2009).

BJ46a, inibidor alvo deste trabalho, apresenta quatro sitios putativos de N-
glicosilacdo em sua estrutura, sendo dois confirmados indiretamente pela Quimica
de Edman. Os glicanos representam cerca de 17% da massa do monomero do
inibidor (Valente et al. 2001) e, apesar de ter um percentual de glicosilacédo
relevante, ainda ndo ha nenhum estudo na literatura caracterizando sua parte
glicidica. Tendo em vista o potencial biotecnoldgico de BJ46a, o estudo detalhado
de sua porcao glicidica é indispensavel para entendermos o mecanismo de acao do

inibidor e para tracarmos futuras abordagens terapéuticas com base nesta molécula.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Estudar a parte glicidica de BJ46a, um inibidor natural de metaloproteinases de

venenos de serpentes, assim como analisar sua interacdo com diferentes

metaloproteinases de venenos de serpentes.

2.2 — Objetivos Especificos

=

N

Implementar uma metodologia otimizada para a purificacdo do inibidor BJ46a;

Analisar a interacao entre BJ46a e diferentes metaloproteinases de venenos
de serpentes;

Identificar experimentalmente os sitios de N-glicosilacdo presentes em BJ46a
por espectrometria de massas;

Estabelecer as condicfes experimentais para a remoc¢ao enzimatica das N-
glicosilagbes presentes em BJ46a em condicdes desnaturantes e em
condicfes nativas;

Caracterizar estruturalmente a porcdo glicidica de BJ46a através de
desglicosilagdo com endo- e exoglicosidases;

Analisar a relevancia da porc¢ao glicidica de BJ46a para a atividade biol6gica
desta proteina.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Material

O plasma de Bothrops jararaca foi gentilmente cedido pela Dra. Norma
Yamanouye do Instituto Butantan (SP). Amostras de leucurolisina-a e atroxlisina-|
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Elddio Sanchez, Fundacao Ezequiel Dias, Minas
Gerais. Amostras de BaP1l foram cedidas pela Dra. Tereza Escalante, Instituto
Clodomiro Picado, Costa Rica. Jararagina foi isolada do veneno de B. jararaca como
descrito por (Paine et al. 1992). Todos os reagentes foram de grau ACS, ou melhor.
Toda a agua utilizada foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore) e todos os

tampdes foram filtrados em membranas de 0,45 pum.

3.2 - Métodos

3.2.1 - Purificagéo do inibidor BJ46a a partir do plasma de Bothrops jararaca

O plasma de B. jararaca (10 mL) foi inicialmente filtrado em membranas de
0,45um para remover qualquer material em suspensdo. Em seguida, 10 mL de uma
solucéo contendo fosfato de sddio a 0,2 M e sulfato de amdnio a 2 M pH 7,0 foram
adicionados lentamente ao plasma filtrado, seguido de centrifugacdo a 10.000 xg
por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi submetido a cromatografia de interacéo
hidrofébica Phenyl Sepharose CL-4B (16 x 250mm) previamente equilibrada com
tampdao fosfato de sodio 0,1 M + sulfato de aménio 1 M pH 7,0. A separacéo foi
realizada por meio de um gradiente linear decrescente de 1 a 0 M de sulfato de
amonio durante cinco volumes de coluna a uma taxa de fluxo de 0,5mL/min, sendo
a absorvancia monitorada em 215 e 280nm, em sistema cromatografico Akta Purifier
(Amersham Biosciences). As fracées enriquecidas em BJ46a originadas da
cromatografia de interacdo hidrofobica foram precipitadas com sulfato de aménio a
80% de saturacdo e submetidas diretamente a cromatografia liquida de alta
performance em coluna de fase reversa C4 (10 x 250mm - Grace Vydac) a 2,5
mL/min a temperatura ambiente, sendo a absorvancia monitorada a 215nm em
sistema cromatografico LC-10AS (Shimadzu). O sistema de solventes utilizado foi
composto de TFA a 0,1% (v/v) em agua MilliQ (solvente A) e TFA a 0,08% (v/v) em

acetonitrila (solvente B). As condicfes isocraticas iniciais foram de 5% de solvente
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B por 5 min, seguido do seguinte gradiente: 25% de B em 5min; até 42% em 10min;
até 47% em 25min; até 60% em 5 min e até 80% B em 10 min. As fracdes coletadas

foram imediatamente liofilizadas.

3.2.2 - Quantificacdo de proteinas

O conteudo proteico de todas as amostras foi determinado por 2D-QuantKit (GE
Healthcare) e /ou por Qubit (Invitrogen), de acordo com as instru¢cdes do fabricante,

utilizando-se BSA como proteina padrao.

3.2.3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

Todos as analises por eletroforese foram conduzidas de acordo com o
método descrito por Laemmli (Laemmli 1970), em sistemas Mini-Protean Il (Bio-Rad
Laboratories) ou VertlLO (Loccus Biotecnologia). O gel de empilhamento foi
preparado com acrilamida a 4% T / 2,67% C em tampéao Tris-HCI 0,5M pH 6,8 com
SDS a 0,4% (m/v), enquanto que o gel de corrida foi preparado com acrilamida a
12% T / 2,67% C em tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8 com SDS a 0,4% (m/v). As
amostras a serem analisadas, adicionamos tampao de amostra duas ou cinco vezes
concentrado, de maneira que a composicao final do tampéao fosse Tris-HCI 0,06M
pH 6,8, SDS 2% (m/v), DTT 20mM , glicerol 10% (v/v) e azul de bromofenol a
0,025% (m/v). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100°C por 5 min,
resfriadas até a temperatura ambiente e centrifugadas a 14.000xg por 5 min para
aplicagcéo no gel. Os parametros elétricos da corrida foram de 200V constantes por
aproximadamente 40 min, em tampéao de corrida contendo Tris 25mM, glicina
192mM, SDS 0,1% (p/v), pH 8,8. Os padrdes de calibracdo utilizados (GE
Healthcare) foram: fosforilase B (97kDa), BSA (66kDa), ovalbumina (45kDa),
anidrase carbdnica (30kDa), inibidor triptico de soja (20,1kDa) e a-lactoalbumina
(14,4kDa). Para a analise em condi¢cbes nativas, os géis de poliacrilamida foram
confeccionados nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, omitindo-se SDS e

DTT dos tampdes do gel, de amostra e de corrida.
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3.2.4 - Revelacéo de géis por Coomassie R-250

. A coloracdo de géis por Coomassie R-250 seguiu o descrito por Rabilloud e
Charmont (2000), com algumas modificacdes. ApoOs a eletroforese, os géis foram
fixados em uma solucéo de etanol a 40% (v/v) e &cido acético 10% (v/v) por 30 min.
Em seguida, esta solucdo foi descartada e substituida por uma solucdo de
coloragédo contendo Coomassie R-250 a 0,2% (m/v) em etanol a 40% (v/v) e acido
acético a 10% (v/v). Os géis permaneceram nesta solucéo, em agitacdo moderada,
por 1h. Apés este periodo, a solugédo de coloragdo foi descartada e a remogéo do
background foi feita com trocas sucessivas de solugéo fixadora por 30-60min. Por
fim, adicionou-se agua Milli-Q para completar a descoloracdo. Os geéis foram

estocados a 4°C em uma solucao de acido acético a 1% (v/v).

3.2.5 - Revelacao de géis por Coomassie G-250

A coloracao de géis por Coomassie G-250 seguiu o descrito por Rabilloud e
Charmont (2000). Os géis foram fixados, sob agitacdo moderada, em solucao de
etanol 30% e acido fosférico 1,7% (v/v) por trés ciclos de 15 min. Em seguida, a
solucéo fixadora foi descartada e lavou-se o gel por trés ciclos de 10 min com uma
solucdo aquosa de acido fosforico a 1,7% (v/v). Esta solucdo foi removida e
adicionamos 50 mL de uma solucdo contendo &cido fosférico a 1,7%, etanol a 18%
(v/v) e sulfato de ambénio a 15% (p/v) e deixamos o gel sob agitacdo por 15 min.
Apés este periodo, adicionamos 500 puL de Coomassie G-250 2% (m/v) e azida
sddica 0,02% (m/v) a solugéo anterior. O gel foi deixado sob agitacdo por 24-72h e 0

background foi removido com agua Milli-Q.
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3.2.6 - Revelacédo de géis por impregnacao por prata

A revelacdo dos géis por impregnacgdo por prata seguiu o descrito por Heukeshoven
e Dernick (1985), com algumas modificacdes. ApoOs a corrida eletroforética, os geéis
foram fixados por 30 min em solucdo de etanol 40% e acido acético a 10% sob
agitacdo. Em seguida, esta solucdo foi descartada e sensibilizamos os géis com
50mL de uma solucdo de etanol a 30% (v/v), glutaraldeido 0,5% (v/v), tiossulfato de
sédio 0,2% (m/v), acetato de sodio 12% (m/v) por 30 min. Esta solucédo foi
descartada e lavamos extensivamente os géis por 3 ciclos de 2 min com agua Milli-
Q. Apos a lavagem, impregnamos os géis com 50mL de uma solugdo de nitrato de
prata 0,25% (m/v), formaldeido 0,04% (v/v), tiossulfato de sodio 0,001% (m/v) por 20
min, sob agitacdo. Os géis foram lavados novamente com agua Milli-Q por trés
ciclos de 20s para remover o excesso da solugéo anterior e revelados com 50 mL de
uma solucédo de carbonato de sodio 2,5% (m/v), formaldeido 0,02% (v/v), tiossulfato
de so6dio 0,001% (m/v) em &gua e agitados até que se obtivesse a revelacdo de
todas as bandas. Em seguida, esta solucdo foi descartada e a reacdo foi encerrada
pela adicdo de 50 mL de uma solucdo de EDTA-Na2.2H20 1,5% (m/v), mantendo
0s géis sob agitacdo por 10 min. Os géis revelados foram guardados em &cido

acético a 1% (v/v) em agua.

3.2.7 - Revelacao de glicoproteinas em géis de poliacrilamida pela técnica de

acido periédico / reagente de Schiff

Para a revelacdo de géis pela técnica do acido periodico / reagente de Schiff
utilizou-se kit comercial (GelCode Glycoprotein Staining Kit, Pierce) de acordo com
as instrucdes do fabricante. O gel foi fixado em 50 mL de metanol 50% (v/v) por 30
min e lavado por duas vezes com 100 mL de acido acético a 3% (v/v) por 10 min
cada. Em seguida, o gel foi transferido para um recipiente contendo 25mL de
solucdo oxidante [4cido periddico a 1% (m/v) em &cido acético 3% (v/v)] e mantido
sob agitacdo moderada, por 15 min. ApoOs este periodo, o gel foi lavado por trés
ciclos de 5 min, com 100 mL de acido acético a 3% (v/v). Posteriormente, o gel foi
transferido para um novo recipiente contendo 25 mL de reagente de Schiff (GelCode
Glycoprotein Staining Reagent) sob agitacdo moderada por 15 min. Depois, o gel foi

transferido para um outro recipiente contendo 25 mL de solucdo redutora
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[metabissulfito de sodio 0,5% (m/v)] sob agitacdo por 5 min. Apos este passo, o gel
foi lavado extensivamente com acido acético a 3% (v/v), seguido de lavagens com
agua Milli-Q até ocorrer a coloracdo das bandas. Terminada a coloragdo, o gel foi

guardado em uma solucéo de acido acético a 3% (v/v) a 4°C.

3.2.8 - Aquisicéo e analise de imagens de géis de poliacrilamida

A aquisi¢do das imagens dos géis foi feita com o auxilio do programa Adobe
Photoshop Elements (Adobe Systems Incorporated) conectado a um scanner
ImageScanner Ill (GE Healthcare). As digitalizacdes foram feitas em resolucao de
300dpi e as imagens salvas em formato TIFF para minimizar a perda de dados
devido a compressao das imagens. A analise das imagens adquiridas foi conduzida

com o programa ImageMaster 2D Elite (Amersham Biosciences).

3.2.9 - Digestéo triptica em gel de poliacrilamida para analise por

espectrometria de massas

A digestdao triptica de bandas de gel de poliacrilamida foi conduzida segundo
o descrito por (Shevchenko et al. 1996) com algumas modificacbes. As bandas de
interesse foram excisadas do gel e incubadas overnight em 200uL de uma solugéo
contendo bicarbonato de amoénio a 25 mM e acetonitrila a 50% (v/v) com o objetivo
de remover Coomassie, SDS e demais reagentes que pudessem interferir na
digestdo enzimatica. Apos esta incubacao, a solucao foi descartada e os géis foram
desidratados pela adicdo de 200uL de acetonitrila por 5 min. Em seguida, esta
solucéo foi desprezada e reduzimos as pontes dissulfeto das proteinas contidas nos
pedacos de gel pela adicdo de 100puL de uma solugdo de ditiotreitol 65mM em
bicarbonato de aménio 100 mM e incubagcdo a 56°C por 30 min. Em seguida,
realizamos a alquilacdo das cisteinas livres adicionando 100uL de uma solugédo de
iodoacetamida 200 mM em bicarbonato de amoénio 100 mM por 30 min a
temperatura ambiente e protegido da luz. Os pedacos de gel foram lavados por dois
ciclos de 10 min com 200uL de bicarbonato de aménio 100 mM para remover o
excesso de ditiotreitol e iodoacetamida das amostras e foram desidratados

novamente com acetonitrila. Os pedacos de gel foram reidratados com uma solucéo
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de tripsina a 20 ng/uL (Promega, cat. #V511) em bicarbonato de aménio 40 mM pH
8,0 por 45 min no gelo. ApGs este periodo, 0 excesso de solucao de tripsina foi
retirado das amostras e substituido por 20uL de bicarbonato de aménio 40 mM pH
8,0 e as amostras foram mantidas overnight a 37°C (16-24h). Os peptideos tripticos
resultantes foram extraidos da malha do gel com ciclos de sonicagdo em solucao de
acido formico 5% (v/v) e acetonitrila 50%. Os extratos peptidicos resultantes foram
concentrados em centrifuga a vacuo (Speed Vac — Savant) e estocados a -20°C

para posterior analise por espectrometria de massas.

3.2.10 - Anadlises de peptideos por espectrometria de massas

Os extratos peptidicos concentrados foram ressolubilizados em 10uL de uma
solucédo de acido formico a 1% (v/v), seguido de banho ultrassénico por 10 min a
temperatura ambiente. Quatro microlitros desta solucdo foram aplicados a uma
coluna trap de 2 cm de comprimento (diametro interno de 100 um) empacotada com
Magic C18 AQ matrix (Michrom Bioresources, USA) de 5 um e 200 A, seguido de
separacdo em coluna de 10 cm de comprimento (diametro interno de 75 um)
empacotada com a mesma matriz, diretamente em um PicoTip emitter (New
Objective, USA) vazio com ponta de 15 um de didmetro. A cromatografia liquida foi
realizada em instrumento EASY-nLC Il (Thermo Fisher Scientific). As amostras
foram carregadas na coluna trap a 2000 nL/min, enquanto a separacao
cromatografica ocorreu a 200 nL/min. A fase movel A foi composta por acido férmico
0,1% (v/v) em agua e a fase mével B foi composta por acido férmico 0,1% (v/v) em
acetonitrila. As condi¢des de gradiente foram: 2 a 40% B em 52 min e até 80% B em
4 min, mantendo essa concentragcao por 2 min, totalizando 58 min de corrida. Os
peptideos eluidos foram introduzidos diretamente no espectrometro de massas
LTQ/Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) para serem analisados. A voltagem da
fonte foi ajustada para 1.9 kV, a temperatura do capilar para 200 °C e a voltagem
das tube lens para 100 V. Espectros MS1 foram adquiridos no analisador Orbitrap
(com intervalo de m/z entre 300 a 1700) a 60.000 de resolugao (FWHM). Para cada
espectro, os 10 ions mais abundantes foram submetidos a fragmentacdo por CID
(sinal minimo requerido de 10.000); janela de isolamento de 2.5 m/z; energia de
colisdo normalizada em 35,0; a frequencia de RF usada para fragmentar os ions foi
de 0.25 (activation Q) com um tempo de ativacdo de 30 ms seguido de aquisi¢éo de

MS2 no linear trap. A opc¢éo de excluséo dinamica foi habilitada e ajustada com os
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seguintes valores para cada parametro: numero de repeticbes = 1; duragéo = 30 s;
tamanho da lista de exclusdo = 500 m/z; duracdo de exclusdo = 45 s e uma

tolerancia da massa de exclusao = 10 ppm.

3.2.11 - Anadlises de proteinas integras por espectrometria de massas

A anadlise de proteinas integras por espectrometria de massas foi realizada
em espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF (AB SCIEX TOF/TOF 5800)
no modo linear. As amostras a serem analisadas foram concentradas e
dessalinizadas por micro-colunas de fase reversa C4 (ZipTip C4) de acordo com as
instrucdes do fabricante (Millipore). As amostras (0,3uL) foram aplicadas
diretamente na placa de MALDI, seguido da adi¢do de 0,3uL de matriz [acido a-
ciano-4-hidroxicinamico a 10 mg/mL em acetonitrila a 50% (v/v) e TFA a 0,3% (V/V)],
de acordo com a metodologia dried droplet. Utilizamos os valores de m/z 22.000
(z=3), 33.000 (z=2) e 66.000 (z=1) registrado para a proteina BSA para efetuar a
calibracdo externa do espectrobmetro. Os espectros obtidos foram analisados com

auxilio do programa Data Explorer (Applied Biosystems).

3.2.12 - Ensaio de interagéo entre BJ46a e SVMP por SDS-PAGE / PAGE Nativo

A interacdo entre BJ46a e as toxinas jararagina (metaloproteinase de classe
PIll), leucurolisina-a, BaP1l e atroxlisina-l (metaloproteinases de classe PIl) foi
analisada através do ensaio de formacdo de complexos entre o inibidor e estas
toxinas. Neste ensaio, BJ46a foi incubada com cada uma destas toxinas na
proporcdo molar de 1:2 (subunidade do inibidor:toxina) por 15min a temperatura
ambiente e entdo analisadas por eletroforese em condicbes nativas e
desnaturantes. As bandas de interesse foram excisadas do gel, digeridas com
tripsina e seu contetdo analisado por espectrometria de massas como previamente

descrito.
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3.2.13 - Ensaio de inibicdo da atividade azocaseinolitica de jararagina por
BJ46a

A enzima jararagina (5 pg) foi incubada com BJ46a em diferentes proporgdes
molares de subunidade do inibidor para enzima (0,33:1, 0,5:1, 1:1, 2:1 e 3:1) por 30
min a 37°C, em tampao Tris-HCI 10mM + NaCl 100mM pH 8,6. Em seguida,
adicionaram-se 225uL de cloreto de calcio a 45mM em todas as amostras com
excecdo do controle de inibicdo, onde adicionamos o mesmo volume de uma
solucdo de EDTA a 45mM. Posteriormente, adicionou-se 225uL do substrato
azocaseina a 0,5% (m/v, em tampédo Tris-HC| 10mM + NaCl 100mM pH 8,6),
seguido de uma incubacdo por 1h a 37°C. Apés este periodo, a reacao foi
interrompida pela adicdo de uma solu¢do aquosa de &cido tricloroacético a 15%
(v/v). ApOs a adicdo desta solugdo, as amostras foram centrifugadas a 14.000xg por
10 min. Aliquotas de 150uL do sobrenadante de cada amostra foram transferidas
para uma placa de 96 pocos. A cada poco foram adicionados mais 150uL de uma
solucdo de NaOH a 0,5M. A absorvancia de cada amostra a 380nm foi registrada
com auxilio da leitora de placas Versa Max Microplate Reader (Molecular Devices).
Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados de cada ensaio
foram expressos como a média de absorvancia de cada amostra, subtraida da

meédia de absorvancia registrada para a amostra branco.

3.2.14 - Ensaio de inibicdo da atividade fibrinogenolitica de

metaloproteinases de venenos de serpentes por BJ46a

O inibidor BJ46a foi incubado com as SVMP atroxlisina-I, leucurolisina-a e
BaP1 em duas propor¢gbes molares de subunidade de inibidor para toxina (1:1 e
2:1) por 10 min a 37°C, em tampéao Tris-HCI 20mM + CaClz 20mM + NaCl 150mM
pH 7,5. Apbés este periodo, adicionamos 10ug de fibrinogénio bovino (Sigma;
Fraction type I-S, 5 mg/mL em tampdo Tris-HCI 20mM + CaCl. 20mM + NacCl
150mM pH 7,5) e os volumes ajustados para 6,2 uL com 0 mesmo tampao e as
amostras foram novamente incubadas por 10 min a 37°C. Como controle negativo
da hidrolise do fibrinogénio, incubamos cada toxina com EDTA (concentracao final
de 20mM). A reacéo foi interrompida adicionando-se 6,2|uL tamp&o de amostra duas
vezes concentrado [Tris-Hcl 0,12M pH 6,8, SDS 2% (m/v), DTT 40mM, glicerol a

20% (v/v) e azul de bromofenol a 0,05% (m/v)], seguida de fervura por 5 min. As
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amostras foram analisadas em SDS-PAGE em condicbes desnaturantes e

redutoras, e os géis foram corados por Coomassie R-250.

3.2.15 - Ensaio de interacdo entre BJ46a e jararagina por cromatografia de

exclusdo molecular

A interacdo entre BJ46a e jararagina foi analisada por cromatografia de
exclusdao molecular, de acordo com o descrito por (Valente et al. 2001). Diferentes
proporcdes molares de subunidade de BJ46a para jararagina ( 0,33:1, 0,5:1, 1:1, 2:1
e 3:1, em tampéo Tris-HCI 20mM + CaCl2 20mM + NaCl 150mM pH 7,5) foram
incubadas a 37°C por 30min e submetidas a cromatografia de exclusdo molecular
em coluna Superdex 200 HR 10/30 (300x10mm — Amersham Biosciences) a 0,5
mL/min em tampao Tris-HClI 20mM + CaCl2 20mM + NaCl 150mM pH 7,5 em
sistema cromatografico Akta Purifier (Amersham Biosciences), sendo a absorvancia
monitorada a 215nm. As areas dos picos resultantes de cada andlise foram

integradas com auxilio do software UNICORN (GE Healthcare).

3.2.16 - Desglicosilagcdo de BJ46a em condi¢cbes desnaturantes e redutoras

pela glicoamidase PNGase F

As reacles de desglicosilacdo enzimatica com PNGase F (Sigma-Aldrich,

cat.no. P7367-300UN) foram conduzidas de acordo com os protocolos abaixo:

e Protocolo 1: Aliquotas liofilizadas de BJ46a e a-1 glicoproteina acida humana
(40pg) foram solubilizadas em 40 yL de uma solugéo de 0,25% (m/v) do
surfactante RapiGest SF (Waters) em bicarbonato de aménio 50mM pH 8,0.
Em seguida, adicionou-se 1 pL de uma solugdo de DTT 1M para uma
concentragéo final de 25mM e as amostras foram incubadas por 45 min a
56°C. Em seguida, as pontes dissulfeto foram alquiladas pela adi¢cao de 6 pL
de uma solugcdo de iodoacetamida a 0,5M (concentracdo final de
iodoacetamida: 67mM) e incubadas por 15 min a temperatura ambiente,
protegida da luz. Posteriormente, adicionou-se PNGase F na proporcédo de

0,5U por micrograma de glicoproteina. As amostras foram incubadas por 3h a
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37°C e a reacao foi encerrada pela incubacdo das amostras a 100°C por 5

min.

Protocolo 2: Amostras de BJ46a (8ug) foram solubilizadas com o surfactante
RapiGest SF (Waters), nas concentraces de 0,25% (p/v) e 0,063% (p/v) em
bicarbonato de aménio 50mM pH 8,0 e incubadas por 10 min & temperatura
ambiente, em um volume final de reacéo de 16uL. Em seguida, 10uL de cada
reacao foram transferidos para um novo tubo. A estes, adicionamos 0,2uL de
DTT 1M para uma concentracdo final de 20mM e entdo incubamos todas as
amostras por 3h a 37°C. Posteriormente, adicionamos as amostras
reduzidas com DTT 1,4uL de iodoacetamida a 0,5M para uma concentracao
final de 60mM seguido de incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente,
protegido da luz Adicionou-se PNGase F na proporcdo de 0,5U de enzima
por micrograma de glicoproteina. As amostras foram incubadas a 37°C e
aliquotas foram removidas nos tempos de 1 e 3h e analisadas por SDS-

PAGE em condicdes redutoras.

Protocolo 3: Amostras de a-1 glicoproteina acida humana e BJ46a (22uQ)
foram incubadas com uma solugéo contendo RapiGest SF a 0,063% (m/v) em
bicarbonato de aménio 50mM pH 8,0 e incubadas por 10 min a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se 0,9uL de DTT a 1M para uma
concentracao final de 20mM e incubou-se por 1h a 37°C. Apdés este periodo,
as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e entdo adicionou-se
5,9uL uma solucdo de iodoacetamida 0,5M para uma concentracédo final de
60mM e incubamos as amostras por 15 min a temperatura ambiente,
protegida da luz. Apoés a alquilagdo das amostras com iodoacetamida, as
amostras foram subdividas em tubos contendo o equivalente a 5ug de
proteina e acrescentamos PNGase F nas proporc¢des de 0,25, 0,5 e 1U por
micrograma de glicoproteina e as amostras foram incubadas por 2h a 37°C e

analisadas por SDS-PAGE em condi¢des redutoras.
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3.2.17- Ensaio de desglicosilacdo enziméatica de BJ46a pela endoglicosidase H?

As proteinas ovoalbumina, BSA e BJ46a (1ug cada) foram desnaturadas, sob
fervura, em solucdo contendo SDS a 0,5% (m/v) e DTT a 40mM por 5 min. Em
seguida, adicionou-se 2uL de uma solugao contendo citrato de sddio 0,5M pH 5,5 e
Endo H para as proporgbes de 12,5U/ug e 500U/ug de glicoproteina. A reacéo
transcorreu por 1h a 37°C. O conteudo de cada reacao foi analisado por SDS-PAGE

em condi¢des redutoras corado por impregnacao por prata, como descrito.

1 - Clonada de Streptomyces plicatus e expressa em E.coli. Provedor: New England
Biolabs, cod. P0702S. Atividade especifica: 500.000U/mL.

3.2.18 - Desglicosilagdo sequencial de BJ46a em condi¢cdes nativas por

exoglicosidases

e Desglicosilagdo por a-(2—3,6,8,9) neuraminidase : A reacdo transcorreu por
1h, a 37°C, em tampao fosfato de sédio 25mM pH 7,0 na proporcao de

0,0002U de neuraminidase por micrograma de glicoproteina.

e [-(1—4) galactosidase 2. A reacao transcorreu por 6h a 37°C, em tampao
fosfato de sodio 25mM pH 7,0 na proporcdo de 0,00015U de galactosidase
por micrograma de glicoproteina.

e [B-N-acetilglicosaminidase 3: A reacgéo transcorreu por 24h a 37°C, em tampéo
fosfato de sodio 25mM pH 7,0 na proporcdo de 0,0008U de [-N-

acetilglicosaminidase por micrograma de glicoproteina.

! Neuraminidase: clonada de Arthrobacter ureafaciens e expressa em E.coli
Provedor: Sigma-Aldrich, cod. N8271. Atividade especifica: 5U/mL.

2 B-(1—4) galactosidase: clonada de Streptococcus pneumoniae e expressa em
E.coli. Provedor: Sigma-Aldrich, céd. G0413. Atividade especifica: 3U/mL.
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3 B-N-acetilglicosaminidase: clonada de Streptococcus pneumoniae e expressa em
E.coli. Provedor: Sigma-Aldrich, cdéd. A6805. Atividade especifica: 40U/mL.

3.2.19 - Desglicosilacdo de BJ46a em condi¢cdes nativas

A desglicosilacdo de BJ46a em condi¢cOes nativas foi realizada adicionando-se as
enzimas neuraminidase, B-(1—4) galactosidase, [B-N-acetilglicosaminidase e
PNGase F nas propor¢cbes de 0,00006U, 0,000035U, 0,00046U e 0,06U por
micrograma de glicoproteina, respectivamente. Apdés a adicdo das enzimas, as

amostras foram incubadas por 72h a 37°C.

3.2.20 - Investigacgao dos sitios de N-glicosilagdo em BJ46a

Para a investigacéo dos sitios de N-glicosilacdo de BJ46a, 2ug das proteinas
BSA, a1-glicoproteina &cida humana e BJ46a foram submetidos a eletroforese em
condicBes desnaturantes e redutoras. As bandas correspondentes a cada proteina
foram excisadas do gel, digeridas com tripsina e os peptideos tripticos foram
extraidos do gel de poliacrilamida por dois ciclos de sonicacdo por 10 min em
bicarbonato de aménio 50mM pH 8,0 e entdo aquecidos a 100°C por 10 min para
inativacdo da tripsina. Uma aliquota (20uL) do hidrolisado triptico de cada proteina
foi desglicosilada com 0,5U de PNGase F por 1h a 37°C e posteriormente digerido
com 20ng de acido aspartico aminopeptidase (Asp-N ; 20ng/uL em agua MilliQ -
Roche) por 12h a 37°C. Uma segunda aliquota de mesmo volume foi digerida
somente com Asp-N pelo mesmo periodo e temperatura. Todas as amostras foram
submetidas a analise por espectrometria de massas e os dados gerados foram

analisados pelo software PEAKS 6.
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3.2.21 - Analises computacionais pelo software PEAKS 6

Os dados de espectrometria de massas gerados neste trabalho foram analisados
com o auxilio do programa PEAKS 6 (Bioinformatics Solutions, Inc. Canada). Para
todas as andlises, estabelecemos o limite de tolerancia de acuracia em 10ppm para
0s ions precursores e 0,6Da para os ions-fragmento; consideramos que a clivagem
foi semi-triptica e que ocorreram no méaximo duas clivagens perdidas por proteina.
Quando aplicavel, as clivagens por Asp-N ou pela combinacéo tripsina+Asp-N foram
selecionadas. Iniciamos nossa andlise utilizando a ferramenta de novo, que
sequencia os peptideos sem o auxilio do banco de dados; aceitamos modificacdes
variaveis em cisteina (carbamidocisteina e propionamidocisteina: +57,02 e +71,04
Da respectivamente), metionina, histidina e triptofano (oxidacao: +15,99Da), &cido
glutamico e glutamina (piroglutamato: - 17Da), em um maximo de trés modificacdes
por peptideo sequenciado. ApOs 0 sequenciamento de novo, utilizamos a
ferramenta PEAKS DB para realizarmos a busca contra o banco de dados SwissProt
de 15/11/2012. Os parametros para a busca no banco de dados seguiram o
descrito para a andlise com a ferramenta de novo. Posteriormente, as modificacdes
pés-traducionais foram analisadas com o auxilio da ferramenta PTM FINDER.
Todas as buscas foram realizadas contra a mesma base de dados utilizada para a
andlise com a ferramenta PEAKS DB. Finalmente, os dados de todas as
ferramentas de busca foram consolidados; o valor de -10logP equivalente a um FDR

de 1% foi adotado como critério para refinar os resultados encontrados.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Purificacdo do inibidor de metaloproteinases BJ46a

Originalmente, a purificacdo do inibidor BJ46a envolve uma série de passos
purificativos: precipitacdo fracionada por sulfato de amoénio, cromatografia de
interacdo hidrofébica e duas cromatografias sequenciais de fase reversa. Apesar
deste método levar a obtencdo do inibidor com um alto grau de homogeneidade,
seu rendimento purificativo em termos de quantidade de proteina € de apenas
0,55% (Valente et al. 2001). Foram testadas anteriormente varias abordagens
diferentes, comparativamente ao método original, para aumentar o rendimento
purificativo de BJ46a, como precipitacdo fracionada por etanol ao invés de sulfato
de amobnio, e cromatografia de afinidade previamente a cromatografia de fase
reversa. Por diferentes razbes, nenhuma das abordagens testadas foi capaz de
aumentar o rendimento purificativo.

Neste trabalho, decidimos estabelecer uma nova metodologia de purificacao
de BJ46a, baseada no método original. Iniciamos a otimizacdo do método
modificando o gradiente de separacdo da cromatografia de fase reversa. Na
abordagem originalmente publicada, as fracdes enriquecidas em BJ46a oriundas da
cromatografia de interacdo hidrofébica foram submetidas a cromatografia de fase
reversa em coluna C4, em um gradiente linear de 25% a 100% de acetonitrila em 89
min e as fracdes coletadas foram recromatografadas nas mesmas condi¢cfes para a
obtencdo de BJ46a homogénea (Valente et al. 2001). Estabelecemos um novo
gradiente considerando a porcentagem de solvente B necessaria para a eluicdo de
BJ46a (= 45% B). (capitulo materiais e métodos, secdo 3.2.1). Utilizando este
gradiente, foi possivel obter BJ46a com um grau de homogeneidade satisfatorio sem
a necessidade de uma recromatografia em fase reversa, mas apenas esta
modificacdo na metodologia original de purificagdo de BJ46a néo foi suficiente para
aumentar o rendimento purificativo.

Partimos para uma segunda abordagem para a purificacdo do inibidor, e
submetendo o plasma diretamente a cromatografia de interacdo hidrofébica, sem
precipitacdo prévia da amostra por sulfato de aménio (Figura 5). A analise das

fracbes cromatograficas obtidas foi realizada por eletroforese em condi¢des
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desnaturantes e redutoras. Baseando-nos na massa molecular aparente de BJ46a
por SDS-PAGE (= 55 kDa), as fragbes cromatograficas mais enriquecidas em
proteinas nesta faixa de massa molecular foram unidas em 6 diferentes pools e
novamente analisadas por eletroforese em condi¢gdes desnaturantes e redutoras
(Figura 6). Ao compararmos estes pools de fragbes cromatogréficas com o plasma
bruto de B. jararaca, percebemos um maior grau de enriqguecimento na faixa de
massa molecular aparente de BJ46a, embora ainda haja alguns contaminantes

minoritarios de maior e menor massa molecular.
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Figura 5. Cromatografia de interacdo hidrofébica do plasma de Bothrops
jararaca sem precipitacao prévia por sulfato de aménio.

A cromatografia foi realizada em coluna Phenyl Sepharose CL-4B (16 x 250mm)
utilizando-se sistema cromatografico Akta Purifier (Amersham Biosciences). O
tracado em vermelho indica a regido cromatografica das fragcbes mais enriquecidas
em BJ46a (pools #1 a #6).
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Figura 6: SDS-PAGE dos pools de fracdes cromatogréaficas oriundas da cromatografia
de interacao hidrofébica do plasma de B. jararaca sem precipitacdo prévia por sulfato
de amonio.

PBj = Plasma de B. jararaca (9ug); #1- #6: pools de fracbes cromatograficas enriquecidas

em BJ46a (15ug); MM = marcador de massa molecular. Corado por Coomassie R-250.

Todos os pools foram entédo precipitados por sulfato de aménio a 80% de
saturacao, ressolubilizados em um mililitro de uma solucdo aquosa de TFA 0,1%
(v/v) e acetonitrila a 5% (v/v) e entdo injetados em uma coluna de fase reversa C4,
gerando os perfis cromatograficos representados na Figura 7. O pico majoritario de
cada amostra foi coletado e imediatamente liofilizado, ressuspenso em uma solugéo
de fosfato de sodio a 10mM pH 7,0 e analisado por SDS-PAGE corado por
impregnacao por prata (Figura 8). Usando esta estratégia purificativa, obtivemos
1,18 miligramas de BJ46a em sua forma homogénea (Tabela 1). Esta abordagem
purificativa permitiu a obtengdo do inibidor com menor manipulagdo de amostra e
rendimento purificativo proximo ao originalmente descrito, de 0,55% (Valente et al.
2001).
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Figura 7: Perfis cromatogréaficos resultantes da separacdo dos pools #1,
#2, #3,#4 #5 e #6 (figura 6) por cromatografia de fase reversa em coluna C4 (10 x
250mm).
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Figura 8: SDS-PAGE das fracGes cromatograficas coletadas durante a
separacao cromatografica dos pools por cromatografia de fase reversa.
Os pools #2, #3, #4 e #5 foram obtidos como mostrado na figura 4; BJ46a #2,#3,#4 e
#5: fragcbes homogéneas em BJ46a isoladas dos respectivos pools (2ug — figura 6);

MM = marcador de massa molecular. Corado por impregnacéao por prata.

Tabela 1: Rendimento da purificacdo de BJ46a sem precipitacdo prévia do

plasma de B. jararaca por sulfato de aménio

Etapa purificativa Quantidade de Rendimento (%) Método original '

proteina (mg) (Valente et al.

Plasma Bothrops 278,67 100,00
jararaca filtrado
0,45um (10mL)
Plasma em 0,1M 183,00 68,00
fosfato de sédio + 1M
sulfato de aménio pH
7,0
Cromatografia de 7,30 2,60
Interacéo Hidrofobica
em coluna Phenyl
Sepharose CL-4B (16
X 250mm)
Cromatografia de 1,18 0,42 0,55
fase reversa em
coluna C4
(10 x 250mm)
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4.2 - Analise da interacdo de BJ46a com diferentes metaloproteinases de

venenos de serpentes

Em trabalho anterior, demonstrou-se que BJ46a € capaz de interagir com as
metaloproteinases jararagina e atrolisina-C, mas nenhuma formacdo de complexo
foi observada com jararagina-C, um produto de degradacéo de jararagina contendo
apenas os dominios desintegrina e rico em cisteina, indicando que o dominio
metaloproteinase é fundamental para a interacdo inibidor-toxina (Valente et al.
2001). Com o objetivo de ampliar a caracterizacéo do perfil inibitério de BJ46a frente
as metaloproteinases de venenos de serpentes, neste trabalho analisamos a
interacdo de BJ46a frente a trés SVMP de classe Pl e analisamos novamente a
interacdo do inibidor com a SVMP de classe PIlIl jararagina.

As SVMP de classe Pl apresentam apenas o dominio catalitico e muitas
apresentam estrutura cristalografica determinada, o que pode fornecer informacdes
valiosas sobre os determinantes estruturais da inibicdo de metaloproteinases de
venenos de serpentes por BJ46a. Neste estudo, selecionamos trés SVMP de classe
Pl atroxlisina-l (isolada do veneno de Bothrops atrox), leucurolisina-a (isolada do
veneno de B. leucurus) e BaP1 (isolada do veneno de B. asper). Iniciamos nossa
analise realizando ensaios de interacdo entre BJ46a e cada uma destas toxinas por
eletroforese em condicBes desnaturantes (na presenca e na auséncia de 100mM
DTT) e por eletroforese em condigdes nativas.

Nestes ensaios, BJ46a foi incubada com cada uma destas toxinas em uma
proporcdo molar de 1:2 (subunidade do inibidor:toxina) por 15 min a temperatura
ambiente. Quando submetemos uma aliquota destas amostras a eletroforese em
condicdes nativas (Figura 9, painel A) é possivel visualizar a ocorréncia de novas
bandas nas raias 2 e 4, de menor migracdo eletroforética em relagdo a banda de
BJ46a controle (raia 1) e aos controles das toxinas isoladas (raias 3 e 5), sugerindo
a interacao entre BJ46a e atroxlisina-1 na raia 2, assim como entre BJ46a — BaP1 na
raia 4. Para BJ46a e leucurolisina-a, ndo evidenciamos nenhuma formacao de
complexo entre estas duas proteinas (raia 6).

Quando analisamos estas amostras por SDS-PAGE em condi¢cdes nao
redutoras (Figura 9, painel B), as bandas referentes aos complexos inibidor-toxina
nao sdo mais visualizadas, indicando que esta interacdo € mantida por forcas de

natureza nao-covalente. Analises por espectrometria de massas indicaram
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peptideos pertencentes tanto ao inibidor BJ46a quanto as toxinas BaPl e
atroxlisina-I nas amostras 2 e 4 do gel nativo (Tabela 2), reforcando a evidéncia da
formacao de complexo entre BJ46a as toxinas BaP1 e atroxlisina-I.

Entretanto, notamos uma aparente degradacédo de BJ46a no gel SDS-PAGE
(Figura 9, raia 2, painel C), indicando que, apesar de ocorrer a interacdo entre as
duas proteinas no gel em condi¢des nativas (Figura 9, painel A, raia 2) , BaP1 foi
capaz de hidrolisar o inibidor. Esta hidrélise de BJ46a por BaP1 se torna ainda mais
evidente quando analisamos o complexo entre estas duas proteinas por SDS-PAGE
na auséncia de agente redutor (painel B, raia 2), indicando a importancia das pontes
dissulfeto para manutencdo da estrutura tridimensional da toxina e,

consequentemente, sua atividade catalitica.
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Figura 9: SDS-PAGE e PAGE Nativo dos complexos entre BJ46a e as toxinas BaP1,

leucurolisina-a e atroxlisina-I.

Raia 1: BJ46a (2ug); 2: Complexo BJ46a + BaP1; 3: BaP1 (2ug); 4: Complexo BJ46a +
atroxlisina-I; 5: atroxlisina-1 (2ug); 6: Complexo BJ46a: leucurolisina-a; 7: leucurolisina-a
(2ug). Geéis corados por impregnacédo por prata. As bandas indicadas com setas foram

excisadas e seu conteudo identificado por espectrometria de massas (tabela 2).
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Tabela 2: Identificacdo do conteddo protéico das bandas excisadas dos géis
exibidos na figura 9 por Orbitrap.

Amostra N° de -10log P  Cobertura N° de Massa Descricao
acesso (gi) (PEAKS) (%) peptideos  tedrica
(Da)
Raial 48428681 429.01 78% 97 38.779 Antihemorrhagic
factor BJ46a
24104251 379.78 98% 77 22.745 Pl Snake Venom
Metalloproteinase
Gel Raia 2 BaP1
e
) 48428681 385.52 78% 93 38.779 Antihemorrhagic
Nativo
) factor BJ46a
(painel A) :
353526296 410.17 90% 79 22.918 Zinc
metalloproteinase
Raia 4 atroxlysin-|
48428681 398.60 75% 93 38.779 Antihemorrhagic
factor BJ46a
Raia 6 48428681 460.24 84% 84 38.779 Antihemorrhagic
factor BJ46a
240104251 305.61 72% 20 22.745 Pl Snake venom
Metalloproteinase
Raia 2,
BaP1
SDS- banda a ) _
48428681 285.64 43% 29 38.779 Antihemorrhagic
PAGE
factor BJ46a
sem i i :
B Raia 2, 48428681 319.66 59% 43 38.779 Antihemorrhagic
reducdo
) banda b factor BJ46a
(painel B)
Raia3 240104251 421.82 98% 88 22.745 Pl Snake Venom
Metalloproteinase
BaP1
Raia 1 48428681 472.70 7% 104 38.779 Antihemorrhagic
factor BJ46a
SDS- )
PAGE Raia 3 240104251 445.97 98% 98 22.745 Pl Snake Venom
Metalloproteinase
com
BaP1
reducéo
. Raia5 353526296 442.13 99% 102 22.918 Zinc
(painel C)

metalloproteinase

atroxlysin-|
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Uma vez evidenciada a interagdo de BJ46a com BaPl e atroxlisina-l,
decidimos investigar se BJ46a é capaz de ndo soO interagir, mas também inibir a
atividade proteolitica destas toxinas. Para isso, realizamos um ensaio de atividade
fibrinogenolitica com cada uma das SVMP de classe Pl testadas no ensaio anterior.

Muitas metaloproteinases de venenos de serpentes possuem a capacidade
de hidrolisar o fibrinogénio, glicoproteina essencial para o processo de coagulacao
sanguinea. O fibrinogénio é formado por trés cadeias polipeptidicas denominadas
de Aa (63,5 kDa), BB (56 kDa) e y (47 kDa), unidas entre si por pontes
dissulfeto(Cominetti 2007). As SVMP degradam preferencialmente as cadeias Aa e
BB do fibrinogénio (Swenson e Markland Jr 2005). Para estudarmos a atividade
fibrinogenolitica destas toxinas, analisamos a degradacdo da molécula de
fibrinogénio por meio de SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras. As amostras séo
previamente incubadas com fibrinogénio bovino, na presenca ou auséncia de
inibidores por 10 min a 37°C e a reacao é interrompida pela adicdo de uma solucéo
desnaturante contendo SDS e DTT (Cominetti 2007).

Com relacdo a atroxlisina-I, a toxina foi capaz de degradar as cadeias Aa e
BB do fibrinogénio, o que € compativel com a literatura, que indica que atroxlisina-l é
uma a-fibrinogenase, SVMP que degrada a cadeia a (preferencial) e a cadeia 8 do
fibrinogénio (Sanchez et al. 2010). A hidrdélise do fibrinogénio por esta SVMP foi
inibida quando incubamos a toxina na presenca de 20mM EDTA (Figura 10, painel
A, raias 2 e 4) Quando incubamos BJ46a e atroxlisina-l previamente a adicao de
fibrinogénio, a auséncia de produtos de degradacéo do fibrinogénio nestas amostras
indica que BJ46a foi capaz de inibir a atividade fibrinogenolitica de atroxlisina-I
(Figura 10, painel A, raias 5 e 6). BJ46a também foi capaz de inibir a atividade a-
fibrinogenolitica de BaP1 em ambas as propor¢des enzima/inibidor testadas (Figura
10, gel BaP1, raias 5 e 6).

Leucurolisina-a foi capaz de degradar as cadeias Aa e B do fibrinogénio,
como ja visto anteriormente na literatura, e sua atividade também foi inibida ao ser
incubada com 20mM EDTA (Gutierrez et al. 1995) (Figura 10, painel C, raias 2 e 4).
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Figura 10: Ensaio de inibi¢cdo da atividade fibrinogenolitica das SVMP atroxlisina-
I, BaP1 e leucurolisina-a por BJ46a.
Raia 1: Fibrinogénio (10ug); 2: Fibrinogénio + SVMP (0,5ug) ; 3: SVMP; 4: Fibrinogénio +
SVMP na presenca de 20mM EDTA; 5: Fibrinogénio + SVMP (0,5ug) + BJ46a (1 ug) ( relagéao
molar de 1:1) 6: Fibrinogénio + SVMP (0,5 pg) + BJ46a (2 pug) (relacdo molar de 1:2); 7:
BJ46a controle (1ug). Corado por Coomassie R-250.
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BJ46a foi capaz de inibir parcialmente a atividade fibrinogenolitica desta
toxina ( Figura 10, painel C, raias 5 e 6). Este € um resultado interessante, visto
gue ndo tinhamos evidéncia da interacao do inibidor com esta SVMP nos ensaios de
formacdo de complexo por PAGE Nativo (Figura 9). Porém, dados preliminares
utilizando cromatografia de exclusdo molecular reforcaram a evidéncia do complexo
entre leucurolisina-a e BJ46a.

Posteriormente, analisamos a interagcdo entre BJ46a e a metaloproteinase
jararagina por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200.
Diferentes propor¢des molares de inibidor:toxina (0,33:1, 0,5:1, 1:1, 2:1 e 3:1) foram
incubadas por 30min a 37°C em tampao Tris-HCI 20mM + CaCl2 20mM + NacCl
150mM pH 7,0 e entdo injetadas na coluna previamente equilibrada com o0 mesmo
tampao.

A Figura 11 demonstra os perfis cromatogréaficos obtidos para cada controle
e a proporgcado inibidor:toxina testada. Ao incubarmos BJ46a e jararagina na
proporcdo de 0,33:1 (mol/mol), verificamos a presenca de um pico de retencao
distinta dos picos registrados nas amostras controles, e que corresponde ao
complexo entre estas duas proteinas (Figura 12). Na proporcédo de 0,5:1, a area do
pico correspondente ao complexo inibidor-toxina aumenta em relacdo a area do pico
registrado para a proporcdo de 0,33:1. Porém, a presenca de jararagina livre em
ambas as proporc¢des indica que a saturacdo do complexo ainda nédo foi atingida
nestas relacées molares. Na proporcdo de 1:1, o pico referente ao complexo se
torna majoritario; além disso, a presenca de BJ46a livre nas propor¢des de 2:1 e 3:1
indica que a saturacdo do complexo se deu na proporcdo de 1:1, e a massa
molecular do complexo nesta relacao foi calculada em 126kDa (Figura 13).

E interessante notar que a saturacédo do complexo ocorreu em uma relacéo
diferente da encontrada na literatura, onde uma subunidade do inibidor é capaz de
complexar duas moléculas de toxina (Valente et al. 2001). O inibidor HSF (habu
serum factor), € um inibidor de metaloproteinases de venenos de serpentes isolado
do plasma da serpente Trimeresurus (Protobothrops) flavoviridis que apresenta 85%
de identidade de sequéncia para com BJ46a (Valente et al. 2009). Para HSF,
Deshimaru e colaboradores demonstraram que o inibidor é capaz de interagir com
HR6, uma SVMP isolada do veneno de Gloydius halys brevicaudus também na

proporcao de 1:1 (Deshimaru et al. 2005).
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Além disso, BJ46a foi capaz de inibir apenas parcialmente (44,8%) a
atividade proteolitica de jararagina sobre azocaseina na proporcdo molar de 0,5:1
(inibidor:toxina- Figura 14). Na propor¢cdo molar de 1:1 ocorre inibicdo significativa
da atividade da toxina (84,6%), enquanto que nas propor¢cdes de 2:1 e 3:1 ocorre
inibicdo total da atividade azocaseinolitica (98,9 e 98,3%, respectivamente). Estes
resultados sdo compativeis com o observado no ensaio anterior, no qual nao
verificamos a presenca de jararagina livre nestas propor¢gdes de inibidor:toxina
(Figura 11).

Até o momento, ndo possuimos evidéncias experimentais que justifiquem a
diferenca na estequiometria da interacdo entre BJ46a e a SVMP jararagina
evidenciada neste trabalho, com os resultados obtidos previamente por Valente e

colaboradores (Valente et al. 2001).
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Figura 11: Perfis cromatogréaficos obtidos para Jararagina, BJ46a e
diferentes proporcOes de inibidor: toxina por cromatografia de excluséo
molecular em coluna Superdex 200.
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Figura 12: SDS-PAGE em condi¢cdes ndao-redutoras das fracdes
coletadas do experimento de interacdo entre BJ46a e jararagina por
cromatografia de exclusao molecular.

Raia 1: Jararagina controle; Raia 2: BJ46a controle ; Raia 3: Complexo BJ46a
+ Jararagina (1:1). Corado por impregnagao por prata.

5.59
BSA (dimero)
. Complexo
= 50 BJ46a
= BSA (mondémero)
2 Jararagina
81 valbumina
— 4.5-
=-2,530x + 5,872 Quimotripsinogénio
r= 0,9877
4.0 T T T ]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Kav
MM (kDa)
Volume (W alente ef &l
eluigdo (mL) K.. log ., MM MM (kDa) 2001}
Jdararagina 14.9 0,440 4 758 a7 a7
Bl4Ga 14,0 0,384 4 889 74 79
Complexo 12,7 0,304 5,102 126 128

Figura 13: Determinacdo da massa molecular de jararagina, BJ46a e o
complexo entre estas duas proteinas na proporcéao de 1:1 por Superdex 200.
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Figura 14: Ensaio de inibicdo da atividade azocaseinolitica de jararagina
por BJ46a. As porcentagens de inibicdo foram calculadas relativas ao controle

de atividade (jararagina 5ug).

4.3 — Caracterizacao estrutural da N-glicosilacédo de BJ46a

4.3.1- ldentificacdo dos sitios de N-glicosilagdo de BJ46a por espectrometria

de massas

Uma das principais abordagens para identificacdo de sitios de N-glicosilacéo
por espectrometria de massas baseia-se na desglicosilacdo enzimética de
glicopeptideos. Para isso, a peptidil-N-glicosidase F (PNGase F; E.C. 3.5.1.52) é a
enzima mais utilizada, devido a sua habilidade em clivar a ligagédo entre o residuo de
asparagina e o primeiro carboidrato presente no nucleo da N-glicosilacdo, a N-
acetilglicosamina (GIcNAc). Desta maneira, a PNGase F consegue remover todas
as N-glicosilacbes presentes na proteina, independente de sua classe: rica em

manose, hibrida ou complexa, com excecéo de cadeias glicidicas com fucose ligada
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na posicao a(1—3) da primeira molécula de GIcNAc, estrutura comumente
encontrada em glicoproteinas de plantas (Tretter et al. 1991).A remocdo dos
glicideos ligados a cadeia lateral de asparagina pela acdo da PNGase F promove a
desamidacao deste residuo a acido aspartico, induzindo um acréscimo de massa de
0,984 Da a massa do peptideo. Através deste incremento de massa, é possivel
assinalar os sitios N-glicosilados de uma proteina ao compararmos 0 mapa
peptidico da amostra desglicosilada por PNGase F com o da amostra sem sofrer
tratamento prévio pela enzima (Pasing et al. 2012). Além disso, a geragdo de um
residuo de acido aspartico em uma sequéncia consenso de glicosilacdo pela
PNGase F cria um novo sitio de clivagem para a enzima acido aspartico
aminopeptidase (Asp-N; E.C. 3.24.33), proteinase que cliva especificamente a
ligacdo peptidica na extremidade N-terminal de residuos de acido aspartico.

Entretanto, o processo de desamidacdo de asparagina pode ocorrer de
maneira espontanea durante a manipulacdo da amostra, independente da acédo da
PNGase F. Algumas variaveis, como o tipo de tampao, pH e temperatura ja foram
descritas como fatores que podem ter influéncia significativa na reacdo de
desamidacao de asparagina a acido aspartico (Pace et al. 2013). A desamidacao
ndo-enzimética de residuos de asparagina ocorre pela formacdo de uma estrutura
ciclica intermediaria que sofre hidrdlise, gerando residuos de &cido aspartico e de
acido isoaspartico (iso-Asp) na proporcdo de 1:3; ligacdes peptidicas contendo
residuos de iso-Asp nao sédo clivadas pela endoproteinase Asp-N (Geiger e Clarke
1987; Kameoka et al. 2003).

Tendo isso em vista, os sitios de N-glicosilacdo de BJ46a podem ser
assinalados tanto por spectral counting de espectros MS/MS de peptideos com
desamidacdo de asparagina em sequéncias consenso de glicosilagdo (NXS / NXT /
NXC, onde X # Pro) bem como através do sequenciamento de peptideos resultantes
da hidrélise da ligacdo peptidica pela enzima Asp-N contendo o novo residuo de
acido aspatrtico introduzido pela acédo da PNGase F.

Para identificarmos os sitios de N-glicosilacdo presentes em BJ46a,
empregamos a metodologia ilustrada na Figura 15. Dois microgramas das proteinas
foram submetidas a digestéo triptica in-gel, com reducédo e alquilacdo das bandas
excisadas. O digesto triptico resultante foi subdividido em duas aliquotas; uma
aliquota foi incubada com 0,5U de PNGase F por 1h a 37°C e posteriormente
incubada com Asp-N por 12h a 37°C, enquanto que a aliquota restante foi incubada

apenas com Asp-N pelo mesmo periodo e temperatura.

44



BJ46a

|

Digestao triptica
in-gel

/

Desglicosilagdo
PNGase F

Digestdo por
endoproteinase
L -y

Studio
Analise por Analise dos
> nanoESI-LTQ, / —_—> resultados
Orbitrap PEAKS 6 software

Figura 15: Fluxograma experimental para a determinacdo dos sitios N-

glicosilados de BJ46a.

A a1-glicoproteina &cida é uma das glicoproteinas mais bem caracterizadas
do plasma humano: possui cinco sitios de N-glicosilacdo do tipo complexo; nesta
proteina, os glicanos respondem por cerca de 45% de sua massa. Portanto, esta
proteina foi escolhida como o controle positivo dos experimentos. A Tabela 3
demonstra a quantificacdo de desamidacdes em cada asparagina presente na
estrutura priméria da a1-glicoproteina 4cida humana, além da predi¢cdo dos sitios de
N-glicosilacdo pela ferramenta de bioinformatica Net-N-Glyc (disponivel no site
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Esta ferramenta identifica a presenca de
sequéncias consenso de N-glicosilagdo em estruturas primarias e utiliza redes
neurais para analisar a possibilidade de glicosilacdo em cada sequon identificado na
proteina. Para a1-glicoproteina, dos cinco sitios putativos de N-glicosilacdo, todos

foram apontados como ocupados. Analisando a quantificacdo de desamidacdes em
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asparagina em a-1 glicoproteina por spectral counting, detectamos desamidacdes
em Aspl35 e Aspl39, para as amostras tratadas apenas com tripsina e Asp-N. Para
a amostra tratada com tripsina, PNGase F e Asp-N, encontramos desamidacdes em
Asp25, Asp34, Asp73, Asp93, Asp98, Aspl35 e Aspl39, sendo que as duas Ultimas
asparaginas desamidadas também foram detectadas na amostra tratada apenas
com tripsina e Asp-N. Com excecdo de Asp25, Asp98, Aspl35 e Asp 139, todas as
asparaginas desamidadas encontradas nesta amostra estdo dentro de uma
sequéncia consenso de N-glicosilacdo. Portanto, dos cinco sitios putativos de N-
glicosilacdo, nossa abordagem experimental foi capaz de identificar dois destes (a
identificacdo do sitio Asn 73 foi considerada duvidosa, devido a baixa quantificacdo
de desamidacdes neste sitio na amostra tratada por PNGase F).

A albumina de soro bovino foi escolhida como o controle negativo, por néo
possuir N-glicosilagdes em sua estrutura. Ao analisarmos o perfil de desamidacfes
em asparagina na amostra tratada e ndo tratada com PNGase F (Tabela 4), nédo
verificamos mudancas expressivas na quantificacdo de desamidacdes entre as duas
amostras. Além disso, é importante notar que estes residuos de acido aspartico
contidos nestes peptideos ndo estdo dentro de uma sequéncia consenso de N-
glicosilacdo, e, portanto essas desamidacfes ocorreram por processos quimicos

independentes da acdo da glicoamidase PNGase F.
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Tabela 3: Analise dos sitios de N-glicosilacdo de a-1 glicoproteina acida humana por meio da quantificacdo de

desamidacbes em asparagina por spectral

(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc).

counting e predicdo dos sitios pela ferramenta Net-N-Glyc 1.0 server

Desamidacéo (D) - Spectral Counts

Sequéncia

25
34
52
56
73
93
98
103
135
139

Tryp_Asp-N

0

(o eolNelolNolNolNe]

[EEN

Tryp_PNGase F_Asp-N

3
36
0
0
4
24
6
0
3
11

NLV
NAT
NEE
NKS
NKT
NTT
NVQ
NGT
NDE

NWG

Net-N-Glyc 1.0 Server

Asn-Xaa-Ser/Thr sequon Possibilidade de Glicosilacao

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM

SIM +
SIM +++
SIM +++

SIM +

SIM +
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Tabela 4: Anélise dos sitios de N-glicosilacdo de albumina de soro bovino (BSA) por meio da quantificacdo de
deamidacbes em asparagina por spectral counting e predicdo dos sitios pela ferramenta Net-N-Glyc 1.0 server

(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc).

Desamidacéo (D) - Spectral Counts Sequéncia NetNGlyc 1.0 Server
N Tryp_Asp-N  Tryp_PNGase F_Asp-N Asn-Xaa-Ser/Thr sequon Predicted to be Glycosylated
68 12 11 NEL
123 20 23 NEC
144 13 17 NTL
182 2 2 NKY
185 46 39 NGV NO SITES PREDICTED IN THIS SEQUENCE
290 12 17 NQD
324 0 0 NLP
341 4 4 NYQ
409 1 1 NLI
414 2 0 NCD
428 10 12 NAL
481 2 2 NRL
506 0 0 NRR
573 21 25 NFV
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Com relacdo a BJ46a, estudos anteriores demonstraram que o inibidor possui
4 sitios putativos de N-glicosilagcdo em Asn76, Asnl185, Asn263 e Asn274, sendo
gue dois destes (Asn76 e Asn263) foram confirmados indiretamente pela presenca
de ciclos brancos pela quimica de Edman (Valente et al. 2001). As tabelas 7 e 8
(anexo) indicam os peptideos identificados com desamidacdo em asparagina nas
amostras tratadas com tripsina e Asp-N e tripsina, PNGase F e Asp-N
respectivamente, enquanto que a Tabela 5 indica a quantificacdo de desamidacao
em cada asparagina localizada na sequéncia de BJ46a por spectral counting. Na
amostra tratada apenas com tripsina e Asp-N, ndo identificamos peptideos com
desamidacdo em asparagina em sequéncias consenso de glicosilacdo; as maiores
taxas de desamidacao foram registradas para os residuos Asn84, Asn119 e Asn201,
gue nédo pertencem a nenhum sitio de N-glicosilacdo (Figura 16, Tabela 5)

Ao tratarmos o digesto triptico de BJ46a com PNGase F e Asp-N,
identificamos 55 peptideos com desamidacdes em asparagina que nao foram
detectados na amostra digerida apenas com tripsina e Asp-N (Tabela 7, anexo). Ao
analisarmos a quantificacdo destas desamidacdes, a maior parte destas
modificacdes ocorreram nos residuos de Asn76, Asn84, Asn185, Asn263, Asn264 e
Asn268 (Tabela 5). Os residuos de Asn76, Asn185 e Asn263 fazem parte de uma
sequéncia consenso de N-glicosilacdo e, portanto, a conversdo destes a acido
aspartico pode ser resultado da acdo da PNGase F, indicando a provavel
glicosilacdo destas asparaginas. Verificamos também uma desamidacao expressiva
no residuo Asn264, contiguo ao residuo Asn263, que faz parte de uma sequéncia
consenso de N-glicosilagao ( Figura 17).

E interessante notar que para Asn268 foram sequenciados 34 peptideos com
desamidacdo neste residuo, exclusivamente na amostra que foi desglicosilada por
PNGase F. Na estrutura primaria de BJ46a, a este residuo seguem-se residuos de
fenilalanina, valina e histidina (NFVH) ( Figura 17). Alguns estudos ja apontam o
motivo N-X-V (onde X representa qualquer residuo com excecéo de prolina) como
um sitio ndo-candnico de N-glicosilacdo (Zielinska et al. 2010). Entretanto,
Palmisano e colaboradores também identificaram desamidacdes expressivas neste
mesmo motivo em amostras de Escherichia coli submetidas a digestao triptica e
desglicosilagdo por PNGase F. Como E. coli n@o apresenta a maquinaria

enzimatica para a N-glicosilacdo de proteinas, a identificacdo do motivo N-X-V
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nestras amostras indica que a desamidacdo deste residuo de asparagina pode ter
ocorrido independentemente da acdo da PNGase F (Palmisano et al. 2012).

Apesar do processo de reconhecimento do sitio de N-glicosilacdo pelo
complexo enzimatico da oligossacariltransferase n&o estar completamente
elucidado, trabalhos na literatura indicam a importancia do grupamento hidroxila
localizado nas cadeias laterais de serina e treonina durante a glicosilacdo da cadeia
lateral do residuo de asparagina. Bause e Legler sintetizaram pequenos peptideos
de sequéncia Tyr-Asn-Gly-X-Ser-Val, substituiram X pelos residuos de treonina,
cisteina, valina e O-metiltreonina e analisaram a cinética da glicosilacdo de cada
peptideo pela OST. Destes, apenas 0s peptideos contendo treonina, cisteina e
serina na posicdo X serviram de aceptores para a OST; ndo foi possivel detectar a
atividade da transferase com os peptideos contendo valina ou O-metiltreonina na
posicdo X (Bause e Legler 1981). Portanto, com os dados disponiveis na literatura,
ainda ndo é possivel afirmar se as desamidacdes verificadas na sequéncia NFV
contida na amostra de BJ46a tratada com tripsina, PNGase F e Asp-N realmente
indicam um sitio adicional de N-glicosilacdo nesta proteina.

Com relacao ao ultimo sitio putativo de N-glicosilacdo em BJ46a, localizado
em Asn274, quantificamos 10 espectros com desamidacao neste residuo apenas
nas amostras desglicosiladas por PNGase F. E possivel que este Ultimo sitio
também esteja ocupado por cadeias oligossacaridicas, mas, dos quatro sitios
putativos de N- glicosilacdo de BJ46a, este foi 0 que teve a menor quantificacdo de
desamidacdes em asparagina na amostra tratada por PNGase F.

Para minimizar a questdo de desamidacbes artefatuais de asparagina,
algumas modificacdes da técnica ja foram propostas na literatura. A digestao por
PNGase F pode ser conduzida em meio aquoso contendo o isétopo 20O. Na
presenca deste isétopo, a diferenca de massa observada para a desamidacdo de
asparagina pela acdo da glicoamidase sofrerd um acréscimo de 2 Da, passando de
0.98 para 2.98 Da. Além disso, sera possivel diferenciar entre a desamidacéo
promovida pela PNGase F da desamidacdo espontanea, ocorrida durante a
preparacdo da amostra (Li et al. 2008). Além disso, Hao e colaboradores
demonstraram que, realizando a digestéo triptica em pH 6 e a desglicosilacao pela
PNGase F em pH 5, h4 a diminuicdo da desamidacgéo artefatual de asparagina, e

mantendo a eficiéncia de digestdo por estas enzimas (Hao et al. 2011).
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Figura 16: Cobertura de sequéncia para BJ46a digerida com tripsina e
endoproteinase Asp-N.
As barras em azul indicam os peptideos identificados para cada regido da proteina; as
barras em cinza indicam peptideos identificados apenas pelo sequenciamento de novo,
com FDR abaixo de 1%
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Figura 17: Cobertura de sequéncia para BJ46a digerida com tripsina,
desglicosilada por PNGase F e digerida com endoproteinase Asp-N.

As barras em azul indicam os peptideos identificados para cada regido da
proteina; as barras em cinza indicam peptideos identificados apenas pelo
sequenciamento de novo, com FDR abaixo de 1%
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Tabela 5: Andlise dos sitios de N-glicosilacdo de BJ46a por meio da quantificacdo de desamidacfes em asparagina

por spectral counting e predicédo dos sitios pela ferramenta Net-N-Glyc 1.0 Server (www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc).

Desamidacéo (D) - Spectral Counts

26
38
42
60
76
84
98
119
123
134
135
147
150
185
201
263
264
268
274

Tryp_Asp N
13
10

0
0
0
25
8
27
0
7
10
7
2

o

o O O o

Tryp_PNGase F_Asp N

18
10
5
0
93
50
16
9
0
8
12
8
1
31
10
72
36
34
10

NetNGlyc 1.0 Server

Sequéncia  Asn-Xaa-Ser/Thr sequon Predicted to be Glycosylated
NEH
NVI
NIV
NLL
NCT SIM SIM ++
NHA
NVD
NVR
NCP
NNP
NPQ
NKH
NEK
NCT SIM SIM +
NTA
NNT SIM SIM -
NTA
NFV
NDT SIM SIM +
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Tabela 6: Peptideos com desamidacéo em asparagina identificados na amostra de BJ46a tratada com tripsina e Asp-N.
Peptideos que apresentam desamidacdo em sequéncia consenso de N-glicosilacdo estdo marcados em negrito. ModificacBes encontradas

nos peptideos: (+.98) — desamidacgédo; (+57,02) — carbamidometilagcéo; (+15,99) — oxidagdo; (+71,04) — propionamidac¢do; sub: substituicdo pontual

de residuos.
Peptideo # N2 residuo inicio-final Sequéncia # Espectros -10 log P (PEAKS) m/z Massa
experimental

1 24-28 YIN(+.98)EHK 12 48,91 402,6974 803,3813
2 35-41 YALN(+.98)VIK 10 53,18 411,241 820,4694
3 78-94 TVRPQHN(+.98)HAVEMDC(+57.02)DVK 2 37,07 679,6465 2035,9204
4 81-94 T(sub P)QHN(+.98)HAVEMDC(+71.04)DVK 1 50,34 566,9097 1697,7137
5 81-94 T(sub P)QHN(+.98)HAVEMDC(+57.02)DVK 2 36,63 562,2382 1683,6981
6 81-91 T(sub P)QHN(+.98)HAVEMDC(+57.02) 1 39,85 671,7603 1341,5078
7 81-94 T(subP)QHN(+.98)HAVEM(+15.99)DC(+57.02)DVK 1 43,42 850,8521 1699,693
8 135-148 N(+.98)PQVVDSVEYVLNK 8 88,39 802,9108 1603,8093
9 84-94 N(+.98)HAVEMDC(+71.04)DVK 3 65,38 666,7803 1331,5486
10 84-94 N(+.98)HAVEMDC(+57.02)DVK 8 70,93 659,7728 1317,533
11 84-91 N(+.98)HAVEMDC(+57.02) 4 35,19 488,6776 975,3427
12 84-94 N(+.98)HAVEM(+15.99)DC(+57.02)DVK 4 56,96 667,7699 1333,5278
13 84-89 N(+.98)HAVEM 4 26,69 351,149 700,285
14 84-89 N(+.98)HAVEM 4 26,69 351,149 700,285
15 95-104 IMFN(+.98)VDTFKE 2 67,48 622,7963 1243,5795
16 95-104 IM(+15.99)FN(+.98)VDTFKE 1 56,47 630,793 1259,5743
17 95-103 IM(+15.99)FN(+.98)VDTFK 2 45,22 566,2717 1130,5317
18 140-152 DSVEYVLNKHN(+.98)EK 2 38,1 525,9254 1574,7576
19 140-152 DSVEYVLN(+.98)KHNEK 6 62,73 788,3846 1574,7576
20 140-148 DSVEYVLN(+.98)K 1 29,74 1067,5273 1066,5182
21 115-121 DSVEN(+.98)VR 1 31,91 410,195 818,377
22 193-212 DDHHHC(+71.04)HPN(+.98) TAGEDHIGFC(+71.04)R 3 28,9 611,0004 2439,9822
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Tabela 6: Peptideos com desamidacdo em asparagina identificados na amostra de BJ46a tratada com tripsina e Asp-N
(continuacéao)

Peptideo # N2 residuo inicio-final Sequéncia # Espectros -10 log P (PEAKS) m/z Massa experimental
23 193-205 DDHHHC(+71.04)HPN(.98)TAGE 1 35 514.5314 1540.575
24 110-122 C(+71.04)HSTPDSVEN(+.98)VRR 10 33,47 393,6852 1570,7158
25 127-139 C(+57.02)PILLPSNN(+.98)PQVV 1 44,91 726,3796 1450,749
26 127-135 C(+57.02)PILLPSNN(+.98) 1 34,72 1028,5092 1027,5009
27 127-135 C(+57.02)PILLPSN(+.98)N 1 36,43 1028,5088 1027,5009

110-121 C(+57.02)HSTPDSVEN(+.98)VR 5 46,56 467,8725 1400,599
28
29 95-103 IMFN(+.98)VDTFK 3 57,17 558,2744 1114,5369
30 193-212 DDHHHC(+57.02)HPN(+.98) TAGEDHIGFC(+71.04)R 7 55,99 809,6608 2425,9666
31 110-121 C(+71.04)HSTPDSVEN(+.98)VR 11 53,76 708,313 1414,6146
32 193-205 DDHHHC(+57.02)HPN(+.98) TAGE 5 49,27 764,285 1526,5593
33 127-139 C(+57.02)PILLPSN(+.98)NPQVV 6 46,66 726,3807 1450,749
34 110-121 K.C(+57.02)HSTPDSVEN(+.98)VR.R 5 46,56 467,8725 1400,599
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Tabela 7: Peptideos com desamidacdo em asparagina identificados na amostra de BJ46a tratada com tripsina, PNGase F e
Asp-N.
Peptideos que apresentam desamidacdo em sequéncia consenso de N-glicosilacdo estdo marcados em negrito. Modificacbes encontradas
nos peptideos: (+.98) — desamidacdo; (+57,02) — carbamidometilacdo; (+15,99) — oxidagdo; (+71,04) — propionamidacao; sub: substituicdo
pontual de residuos.

Peptideo # N2 residuo inicio-final Sequéncia # Espectros -10 log P (PEAKS) m/z Massa
experimental
1 263-274 N(+.98)NTALN(+.98)FVHPHN(+.98) 3 64.55 690.8116  1379.6106
2 263-274 NN(+.98)TALN(+.98)FVHPHN(+.98) 1 56.18 690.8129  1379.6106
3 263-273 N(+.98)N(+.98)TALN(+.98)FVHPH 8 41.05 633.7905  1265.5676
4 263-274 N(+.98)NTALNFVHPHN(+.98) 4 75.73 690.3198 1378.6266
5 256-273 DSISPEHNN(+.98)TALN(+.98)FVHPH 2 68.81 677.6443 2029.913
6 256-273 DSISPEHN(+.98)NTALN(+.98)FVHPH 6 65.21 677.6428 2029.913
7 256-273 DSISPEHN(+.98)N(+.98) TALNFVHPH 5 60.07 677.6426 2029.913
8 76-94 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHN(+.98)HAVEMDC(+57.02)DVK 5 58.77 771.3325 2310.978
9 263-273 N(+.98)NTALN(+.98)FVHPH.N 9 50.56 633.2982 1264.5836
10 76-89 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHN(+.98)HAVEM 8 48.25 847.8716 1693.7301
11 263-273 NN(+.98)TALN(+.98)FVHPH 3 47.57 633.298 1264.5836
12 263-273 N(+.98)N(+.98)TALNFVHPH 7 47.13 633.2979 1264.5836
13 76-89 N(+.98)C(+57.02)TVRPQ(+.98)HNHAVEM 3 46.39 847.8712 1693.7301
14 76-89 N(+.98)C(+71.04)TVRPQHN(+.98)HAVEM 4 45.67 570.2545 1707.7457
15 76-89 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHN(+.98)HAVEM(+15.99) 4 42.16 570.9141 1709.725
16 256-267 DSISPEHN(+.98)N(+.98)TAL 3 35.94 650.2877 1298.5626
17 268-274 L.N(+.98)FVHPHN(+.98).D 2 35.46 433.6926 865.3718
18 76-89 N(+.98)C(+57.02)TVRPQ(+.98)HNHAVEM(+15.99) 1 31.53 570.914 1709.725
19 127-139 C(+57.02)PILLPSN(+.98)N(+.98)PQVV 2 30 726.8724 1451.733
20 180-192 AIVEVN(+.98)C(+71.04)TAQELH 4 86.28 749.8622 1497.7134
21 135-148 N(+.98)PQVVDSVEYVLNK 4 86.01 802.9109 1603.8093
22 180-192 AIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQELH 6 81.31 742.8558 1483.6976
23 95-104 IMFN(+.98)VDTFKE 3 78.72 622.7964 1243.5795
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Tabela 7: Peptideos com desamidacdo em asparagina identificados na amostra de BJ46a tratada com tripsina, PNGase F e Asp-N

(continuacao).

Peptideo # N2 residuo inicio-final Sequéncia # Espectros -10 log P (PEAKS) m/z Massa experimental
24 256-273 DSISPEHN(+.98)NTALNFVHPH 7 76.11 677.3155 2028.929
25 256-273 VDSVEYVLN(+.98)KHNEK 8 73.78 788.3849 1574.7576
26 84-94 N(+.98)HAVEMDC(+57.02)DVK 8 72.56 659.773 1317.533
27 179-192 FAIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQELH 3 70.73 816.3897 1630.7661
28 84-94 N(+.98)HAVEM(+15.99)DC(+57.02)DVK 4 66.79 667.7708 1333.5278
29 256-273 DSISPEHNN(+.98)TALNFVHPH 1 65.71 677.3157 2028.929
30 76-94 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHNHAVEMDC(+57.02)DVK 4 64.56 771.0043 2309.9939
31 95-104 IM(+15.99)FN(+.98)VDTFKE 4 63.62 630.7937 1259.5743
32 95-103 IMFN(+.98)VDTFK 2 58.28 558.2746 1114.5369
33 193-205 DDHHHC(+57.02)HPN(+.98)TAGE 8 57.64 764.2838 1526.5593
34 81-94 T(sub P)QHN(+.98)HAVEMDC(+57.02)DVK 2 57.52 842.8541 1683.6981
35 76-91 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHNHAVEM(+15.99)DC(+57.02) 5 57.5 662.2723 1983.7986
36 263-273 N(+.98)NTALNFVHPH 8 55.76 632.8056 1263.5996
37 24-29 YIN(+.98)EHK 14 54.88 402.6971 803.3813
38 176-192 YVEFAIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQEA(sub L)H 3 54.6 990.9535 1979.8934
39 127-139 C(+57.02)PILLPSN(+.98)NPQVV 5 53.87 726.3795 1450.749
40 35-41 YALN(+.98)VIK 10 52.8 411.2414 820.4694
41 176-192 YVEFAIVEVN(+.98)C(+71.04)TAQEA(sub L)H 2 52.62 997.9612 1993.9091
42 76-89 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHNHAVEM 14 51.75 847.3795 1692.7461
43 274-295 N(+.98)DTSTSHESHEHV(sub L)AEVPVAFVK 1 51.47 807.7149 2420.1243
44 76-94 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHNHAVEM(+15.99)DC(+57.02)DVK 3 50.96 776.3365 2325.9888
45 76-91 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHNHAVEMDC(+57.02) 6 50.82 656.9406 1967.8037
46 180-189 AIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQ 6 50.8 553.2624 1104.5121
47 76-94 N(+.98)C(+71.04)TVRPQHNHAVEMDC(+57.02)DVK 2 49.02 582.0084 2324.0095
48 76-84 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHN 8 47.99 563.7554 1125.4985
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Tabela 7: Peptideos com desamidacédo em asparagina identificados na amostra de BJ46a tratada com tripsina, PNGase F e Asp-N

(continuacao).

Peptideo # N2 residuo inicio-final Sequéncia # Espectros -10 log P (PEAKS) m/z Massa experimental
49 95-103 IM(+15.99)FN(+.98)VDTFK 3 47.97 566.2725 1130.5317
50 127-139 C(+57.02)PILLPSNN(+.98)PQVV 4 47.94 726.3806 1450.749
51 180-193 AIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQEA(sub L)HD 2 47.63 779.3453 1556.6776
52 181-192 IVEVN(+.98)C(+57.02)TAQELH 1 47.56 707.3369 1412.6605
53 110-121 C(+57.02)HSTPDSVEN(+.98)VR 4 47.4 467.873 1400.599
54 76-83 N(+.98)C(+57.02)TVRPQH 4 47.2 506.7338 1011.4556
55 76-84 N(+.98)C(+71.04)TVRPQHN 5 46.82 570.7631 1139.5142
56 263-273 NN(+.98)TALNFVHPH 3 46.07 632.8053 1263.5996
57 180-189 AIVEVN(+.98)C(+71.04)TAQ 4 45.41 560.2702 1118.5277
58 256-268 DSISPEHN(+.98)NTALN 4 44.96 706.8161 1411.6216
59 180-192 AIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQEA(sub L)H 1 42.91 721.8317 1441.6508
60 256-297 DSISPEHNN(+.98)TAL 3 42.13 649.796 1297.5786
61 76-89 N(+.98)C(+57.02)TVRPQHNHAVEM(+15.99) 7 41.78 570.5867 1708.741
62 179-182 FAIVEVN(+.98)C(+71.04)TAQEA(sub L)H 1 41.17 802.374 1602.7347
63 110-121 C(+71.04)HSTPDSVEN(+.98)VR 5 40.24 708.3135 1414.6146
64 127-148 C(+57.02)PILLPSN(+.98)NPQVVDSVEYVLNK 1 40.04 833.7645 2498.2727
65 185-192 N(+.98)C(+57.02)TAQELH 4 39.99 487.2044 972.3971
66 179-192 FAIVEVN(+.98)C(+57.02)TAQEA(sub L)H 1 39.18 795.3662 1588.7191
67 42-50 N(+.98)IVVVPWDG 5 38.55 999.5157 998.5073
68 123-139 N(+.98)C(+71.04)PR(sub K)C(+71.04)PILLPSNNPQVV 1 38.33 1004.0112 2006.0077
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4.3.2 - Analise do tipo de N-glicosilacdo de BJ46a utilizando a enzima

endoglicosidase H

A enzima endoglicosidase H (Endo H; E.C. 3.2.1.96) é uma endoglicosidase
que catalisa a hidrélise da ligagdo p1—4 entre os dois primeiros residuos de N-
acetilglicosamina (GIcNAc) presentes no nucleo de glicosilacdes N-ligadas ricas em
manose e hibridas, deixando uma Unica molécula de GIcNAc ligada a cadeia lateral
de asparagina. Endo H requer uma estrutura glicidica especifica, Man a1—3
Mana1—6 Man 1—4 GIcNAc para clivagem; a auséncia ou substituicdo do residuo
Mana1—3 no terminal redutor do oligossacarideo bloqueia completamente a acéo
da endoglicosidase H (Figura 18). Glicideos N-ligados do tipo complexo nao
possuem residuos de manose ligados nesta posi¢cao e, por isso, sao resistentes a
acdo desta enzima (Kobata e Takasaki 1993; O'Neill 1996). Devido a esta
especificidade, os ensaios de desglicosilacio com Endo H podem fornecer
informacdes importantes quanto a natureza das N-glicosilacdes presentes em
BJ46a.

High mannose- or hybrid-type N-glycan

Must have this &~ @3
residue to be \/1

cleaved by Endo H /’“;.I;Q' = :
LR < Endoglycosidase H
(Endo H)

Figura 18: Representacdo esquemaética do substrato minimo para a agao
da Endoglicosidase H.
Reproduzido de Mulloy et al. (2009).
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Para este ensaio, utilizamos como controles positivo e negativo as proteinas
ovalbumina e albumina de soro bovino, respectivamente. A ovalbumina é uma
glicoproteina amplamente estudada na literatura e sua parte glicidica € bem
caracterizada. Esta proteina possui um unico sitio de N-glicosilagdo em Asn 392. Ha
intensa microheterogeneidade dos glicideos ligados a este residuo de asparagina,
mas todos foram reportados como sendo dos tipos rico-em-manose ou hibridos
(Harvey et al. 2010). J4 a albumina de soro bovino (BSA) ndo possui henhuma
sequéncia consenso de N-glicosilagdo em sua estrutura priméaria e, por isso, foi
escolhida como controle negativo dos ensaios de desglicosilagdo enzimatica de
BJ46a.

Ovalbumina, BSA e BJ46a foram incubadas com duas diferentes proporcfes
de enzima / substrato (12,5 U ou 500U de enzima /ug de glicoproteina) por 1h a
37°C. Apos este periodo, o conteudo destas reacdes foi analisado por SDS-PAGE a
12% em condicBes redutoras, como demonstrado na Figura 19. Ao analisarmos as
proteinas controle, ovalbumina e BSA, verificamos um aumento na mobilidade
eletroforética de ovalbumina tratada com 12,5 e 500 U de Endo H (raias 2 e 3) em
comparacdo com a amostra controle (raia 1). A massa molecular relativa de
ovalbumina incubada com 500U de enzima, em funcdo da migracdo das proteinas
contidas no padrdo de massa molecular, foi calculada em aproximadamente 41 kDa,
indicando a presenca de varias estruturas glicidicas sensiveis a acdo da
endoglicosidase H nesta proteina. JA para a albumina de soro bovino, a massa
calculada foi de aproximadamente 68kDa. Em ambas as propor¢cdes de
endoglicosidase H testadas, ndo verificamos mudancas significativas na mobilidade
eletroforética desta proteina e sua massa molecular manteve-se constante,
resultado esperado para uma proteina que ndo possui cadeias glicidicas em sua
estrutura.

Para BJ46a, ndo foi possivel verificar mudancas na mobilidade eletroforética
de BJ46a tratada com 12,5 ou 500U de Endo H (raias 8 e 9) em compara¢do com o
controle (raia 7) . Este resultado sugere que os glicideos presentes nesta proteina
se mostraram resistentes a hidrolise pela endoglicosidase H e que, portanto, podem
ser do tipo complexo. O mesmo resultado foi verificado para DM43, inibidor de
metaloproteinases da superfamilia génica da imunoglobulina, que apresenta N-

glicosilagcbes do tipo complexo em sua estrutura (Ledn et al. 2012).
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Figura 19: Ensaio de desglicosilacdo por endoglicosidase H das proteinas
ovalbumina, BSA e BJ46a.

Raia 1: Ovalbumina controle (1pg); 2: Ovalbumina tratada com 12,5 U de Endo
H; 3: Ovalbumina tratada com 500U de Endo H; 4: BSA controle (1ug); 5: BSA tratada
com 12,5U de Endo H; 6: BSA tratada com 500U de Endo H; 7: BJ46a controle (1ug);
8: BJ46a tratada com 12,5U de Endo H; 9: BJ46a tratada com 500U de EndoH; 10:
Endo H controle; MM: marcador de massa molecular. Corado por impregnacao por

prata.

4.3.3 — Analise da composicao / estrutura das antenas oligossacaridicas de
BJ46a através de hidrélises sucessivas com exoglicosidases monitorada por

espectrometria de massas

Uma das principais abordagens para a andlise dos monossacarideos que
compdem a parte glicidica de uma proteina baseia-se no uso de exoglicosidases. As
exoglicosidases sdo enzimas que clivam monossacarideos posicionados no terminal
redutor da N-glicosilacdo e possuem estrita especificidade quanto a natureza do
monossacarideo clivado, sua configuragdo anomeérica e sua respectiva ligagdo
glicosidica na cadeia (Kobata e Takasaki 1993; Medzihradszky 2005; Morelle e
Michalski 2005). Dessa forma, as exoglicosidases fornecem informacdes
importantes para a elucidacdo da natureza dos acgUcares presentes na N-
glicosilacdo de BJ46a, o tipo de ligacdo envolvida e sua contribuicdo para a massa
do inibidor.

Iniciamos nossa analise pela enzima neuraminidase (E.C. 3.2.1.18),

exoglicosidase capaz de clivar residuos de acido N-acetilneuraminico (acido sialico)
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no terminal redutor da N-glicosilagc&o, se ligado nas posi¢gbes a2—3, a2—6, a2—8 e

a2—9.

Incubamos BJ46a com neuraminidase por

1lh a 37°C; aliquotas

correspondentes ao inibidor desialilado e & BJ46a nativa foram analisadas por

MALDI/TOF no modo linear, como demonstra a Figura 20.
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Figura 20: Analise por MALDI/TOF de BJ46a nativa e parcialmente

desglicosilada com neuraminidase.

glicoproteina.

Painel A: Espectro em modo linear de BJ46a nativa;
Painel B: Espectro em modo linear de BJ46a tratada com neuraminidase.
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Nesta andlise, a massa do mondémero de BJ46a nativa foi calculada em
44907 Da; apoés tratamento com neuraminidase, verificamos que a massa do
inibidor foi calculada em 44359Da, uma diferenca de massa de 548,53 Da.
Considerando-se a massa média do residuo de acido sialico (291,26Da), a
exoglicosidase foi capaz de remover 2 moléculas de acido siélico da parte glicidica
de BJ46a. Entretanto, é importante notar que a massa registrada do monémero de
BJ46a em sua forma nativa se mostrou menor do que a massa calculada em
trabalho anterior, de 46101 Da (utilizando-se um espectrémetro do tipo MALDI/TOF -
Voyager DE-PRO, Perseptive Biosystems) (Valente et al. 2001).

Durante a andlise de glicoproteinas e glicopeptideos por MALDI/TOF, os
residuos de acido sialico podem sofrer fragmentacdo, devido a labilidade das
ligagOes glicosidicas terminais. As moléculas de NeuNAc podem ser fragmentadas
na fonte, no momento em que o laser incide sobre a amostra. O comprimento de
onda e a frequéncia do laser utilizado na ionizagdo influenciam diretamente na
fragmentacado destas ligacdes (Wada et al. 2007; Wheeler et al. 2009).

Segundo as especificacBes técnicas, fornecidas pela Applied Biosystems
(2000), o espectrometro Voyager DE-PRO utilizado para calcular a massa do
mondmero de BJ46a apresenta um laser de nitrogénio de 337nm e uma frequéncia
de disparo de 20 Hz. Estas configuracdes sdo inferiores ao laser do espectrometro
AB SCIEX TOF/TOF 5800, de 345nm e uma frequéncia de 1000 Hz, utilizado neste
trabalho (Holcapek et al. 2012). Portanto, € possivel que a diferenca de massa
observada entre as duas medicbes possa ser atribuida a maior ou menor
fragmentacdo das moléculas de &cido sialico durante a ionizacdo. Além da
influéncia do laser, a matriz utilizada também pode ter influéncia na fragmentacéo
destas ligagBes — algumas matrizes classificadas como “quentes”, como o acido a-
ciano-4-hidroxicinamico, induzem maior fragmentacdo destas ligacdes glicosidicas
(Selman et al. 2012) .

Estas hipoteses foram confirmadas por dados gerados em trabalho paralelo a
esta dissertacdo. Foram gerados espectros para BJ46a utilizando uma abordagem
com ionizacdo por electrospray, acoplada a um espectrometro de massas Q-TOF
(Synapt G1, Waters, EUA). Os dados obtidos demonstraram que BJ46a em sua
forma nativa, apresenta diversas formas moleculares distribuidas na faixa de 47-
50kDa. Apos o tratamento com neuraminidase, verificamos a presenca de formas

moleculares na faixa de 43 — 46 kDa, indicando uma perda média de massa de
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4kDa, indicando uma clivagem de cerca de 14 moléculas de acido sidlico
(informacéao verbal)?!.

Posteriormente, uma aliquota de BJ46a tratada com neuraminidase foi
incubada com B-Galactosidase (E.C. 3.2.1.23) na proporcao de 0,00015U por
micrograma de glicoproteina por 6h a 37°C e analisada por MALDI/TOF no modo
linear (Figura 21). Apdés o tratamento com neuraminidase e (-Galactosidase, a
massa do mondmero de BJ46a foi calculada em 43381Da, uma diferenga de 977 Da
em relacdo a massa calculada apds tratamento com neuraminidase. Considerando-
se a massa meédia do residuo de galactose em 162,1Da, esta diferenca
corresponderia a perda de aproximadamente 6 residuos de galactose. A enzima [3-
galactosidase de S. pneumoniae cliva preferencialmente residuos de galactose
quando ligados via B(1—4) ao préoximo residuo da antena oligossacaridica, a N-
acetilglicosamina. Portanto, apesar da baixa resolucdo dos sinais do espectro,
mostramos que BJ46a possui residuos de galactose e N-acetilglicosamina unidos
por ligacao glicosidica B(1—4), resultado inédito na literatura.

Para finalizarmos nossas analises, uma aliquota de BJ46a tratada com
neuraminidase e [-galactosidase foi incubada com a enzima [B-N-
acetilglicosaminidase (E.C. 3.2.1.52) na proporcéo de 0,0008U por micrograma de
glicoproteina, por 24h a 37°C, e novamente analisada por MALDI/TOF (Figura 22).
Neste espectro (painel B), foi possivel verificar uma diferenca de massa de 638 Da
em relacdo a massa de BJ46a parcialmente desglicosilada com neuraminidase e [3-
galactosidase. Assumindo a massa média do residuo de N-acetilglicosamina como
203,2 Da, esta diferenca de massa entre estas duas espécies parcialmente
desglicosiladas do inibidor corresponderia a perda de aproximadamente 3 a 4
moléculas de N-acetilglicosamina.

Nossos resultados confirmaram a presenca de acido sialico, galactose e N-
acetilglicosamina nas antenas oligossacaridicas de BJ46a, residuos frequentemente
encontrados em N-glicosilagbes do tipo complexo. Apesar de ndo podermos
determinar, com base nestes dados, a quantidade de cada monossacarideo
presente na parte glicidica do inibidor, as perdas de massa observadas sao
compativeis com N-glicosilagbes mono- ou biantenarias, se considerarmos as
evidéncias de ocupacdo dos quatro sitios putativos de N-glicosilacdo presentes na

estrutura primaria de BJ46a.

! Valente RH, 2014.
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Figura 21: Andlise por MALDI/TOF de BJ46a tratada com
neuraminidase e parcialmente desglicosilada com neuraminidase e B-
galactosidase.

Painel A: Espectro em modo linear de BJ46a tratada com neuraminidase;
Painel B: Espectro em modo linear de BJ46a tratada com neuraminidase e [B-
Galactosidase.
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Figura 22: Analise por MALDI/TOF de BJ46a parcialmente desglicosilada
com neuraminidase + B-galactosidase e com f3-N-acetilglicosaminidase.

Painel A: Espectro em modo linear de BJ46a tratada com Neuraminidase e B-
Galactosidase;

Painel B: Espectro em modo linear de BJ46a tratada com Neuraminidase, B-
Galactosidase e 3-N-acetilglicosaminidase.
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4.4 — Otimizacgédo das condi¢cdes de desglicosilagcédo extensiva de BJ46a

utilizando a glicoamidase PNGase F

4.4.1 - Sob condi¢gbes desnaturantes e redutoras

Para analisar a influéncia das N-glicosilacdes para a massa do inibidor, assim
como em suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas, decidimos estabelecer as
condicbes experimentais para a remocdo das N-glicosilacbes de BJ46a em
condi¢des desnaturantes e redutoras com a glicoamidase PNGase F. Inicialmente,
testamos duas metodologias de desglicosilacdo, baseadas nas recomendacdes do
fabricante (Sigma-Aldrich) e nas condi¢cées de desglicosilacdo estabelecidas pelo
inibidor de metaloproteinases DM43 (Léon 2008). Os protocolos incluiram: (a)
desnaturacdo de BJ46a por fervura em presenca de SDS e DTT como agente
redutor e (b) desnaturacdo de BJ46a por ureia a 8M e reducdo das pontes
dissulfeto por DTT e alquilagdo com iodoacetamida. As duas metodologias
promoveram a desglicosilacdo de BJ46a, visto pela mudanca na mobilidade
eletroforética da banda correspondente a BJ46a tratada com PNGase F em relacéo
a banda de BJ46a controle por SDS-PAGE. Entretanto, nestes experimentos
verificou-se uma aparéncia difusa da banda de BJ46a apds a desglicosilagdo por
estas condicbes, 0 que sugere que a desglicosilacdo do inibidor ndo tenha sido
completa (Anexos, Figura 30 e Figura 31).

Portanto, decidimos partir para outra abordagem para desglicosilacao de
BJ46a baseando-se no uso do surfactante RapiGest SF (Waters). Este surfactante
promove a abertura da cadeia polipeptidica, deixando os sitios de N-glicosilacdo
mais susceptiveis a clivagem pela enzima PNGase F. Trabalhos recentes na
literatura associam o uso deste reagente a desglicosilacdo rapida e eficiente de
varias proteinas, como a ovalbumina e a proteina ligante de folato (FBP) (Yu et al.
2005). Portanto, decidimos avaliar a influéncia deste reagente na desglicosilacéo de
BJ46a.

Inicialmente, ressolubilizamos uma aliquota de BJ46a e de a-1 glicoproteina
humana (40pg) em uma solugdo de de RapiGest a 0,25% (m/v) em 50mM de
bicarbonato de amoénio, pH 8, seguido de reducdo e alquilagdo das cisteinas e

incubacdo com PNGase F (capitulo Materiais e Métodos, secao 3.2.16, protocolo 1).
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As amostras foram reduzidas e alquiladas e entdo incubadas com PNGase F
na proporcao de 0,5U/ug de glicoproteina por 3h a 37°C. Aliquotas de 2ug de cada

proteina controle e tratada com PNGase F foram analisadas por SDS-PAGE, como

mostra a Figura 23.
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Figura 23: Desglicosilagdo de a-1 glicoproteina acida humana e BJ46a na
presenca de RapiGest SF a 0,25% (p/v).
Raia 1: a-1 glicoproteina acida controle (2ug); 2: a-1 glicoproteina acida + 0,5U/ug
PNGase F (2ug); 3: BJ46a controle (2ug); 4: BJ46a + 0,5U/ug PNGase F (2uQ); 5:
PNGase F controle; MM: marcador de massa molecular. Corado por impregnacao por

prata.

Em relacdo a a-1 glicoproteina acida, observamos que, apés a
desglicosilacdo por PNGase F (raia 2) detectamos duas bandas: uma de
aproximadamente 40kDa, de migracdo compativel com o controle da enzima
PNGase F (raia 5) e uma de aproximadamente 25kDa. Ao calcularmos a massa
correspondente a estrutura primaria desta proteina, obtemos um valor de 23,5kDa
(EXPASy — Compute MW/pl tool), o que indica que este método foi eficiente para a
desglicosilacdo desta proteina.

Ao observarmos a raia 4, que corresponde ao inibidor desglicosilado por
PNGase F, obtivemos uma banda majoritaria na regido entre 66 e 45kDa, bem
como outras bandas de menor mobilidade eletroforética (raia 4). Nesta abordagem,
a banda correspondente ao inibidor BJ46a desglicosilado se encontra com uma

aparéncia menos difusa em relacdo as bandas de BJ46a desglicosilada obtidas nas
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duas abordagens anteriores. Por outro lado, a presenca de bandas de maior
mobilidade eletroforética tanto na amostra controle (raia 3) e na amostra
desglicosilada (raia 4) apontam para uma aparente degradacdo da amostra.
Portanto, decidimos aperfeicoar esta metodologia quanto a concentracdo de
RapiGest SF utilizada, a propor¢cdo de PNGase F e tempo de incubacédo, além de
avaliar a influéncia da reducéo e alquilacdo das pontes dissulfeto na desglicosilacao
de BJ46a. Realizamos um novo ensaio de desglicosilacdo de BJ46a, utilizando a
mesma concentragcdo de surfactante utilizada no ensaio anterior e uma
concentracdo 4 vezes menor, de 0,063% (p/v), com o objetivo de minimizar a
aparente degradacdo de amostra vista no experimento anterior, nas condi¢cdes
descritas no protocolo 2 (capitulo Materiais e Métodos, secao 3.2.16). Aliquotas
equivalentes a um micrograma de proteina foram retiradas das amostras nos
tempos de 1h e 3h de incubacédo e entdo submetidas a analise por SDS-PAGE em

condi¢des desnaturantes e redutoras, como demonstra a Figura 24.

20

RapiGest SF 0,25% (p/v) RapiGest SF 0,063 % (p/v)

BJ46a
neg3h
pos 3h
RiAneg 1h
RiApos 1h
R/Aneg 3h
R/Apos 3h
PNGase F
BJ46a
neg 3h
pos 3h
RiAneg 1h
RiApos 1h
RiAneg 3h
R/Apos 3h
PNGase F

Figura 24: Otimizacdo das condicbes de desglicosilacdo de BJ46a em
condi¢cOes desnaturantes e redutoras utilizando o surfactante RapiGest. Nas
concentragdes de 0,25% e 0,063 (p/v).

BJ46a: BJ46a controle (na auséncia do surfactante); R/A: amostras reduzidas
com DTT e alquiladas com lodoacetamida; neg: amostras com surfactante, na
auséncia de PNGase F ; pos: amostras com PNGase F. Corado por
impregnacao por prata.
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Em ambas concentracbes analisadas, o0 surfactante favoreceu a
desglicosilacdo de BJ46a pela PNGase F, nos dois intervalos de incubacdo com a
glicoamidase. Porém, é interessante notar a influéncia da reducédo e alquilagdo na
eficiéncia de desglicosilacdo do inibidor. Nas amostras que ndo foram reduzidas e
alquiladas (pos 3h) conseguimos visualizar ao menos trés bandas de massas
moleculares muito préximas, sugerindo uma desglicosilacéo parcial de BJ46a, onde
estas trés bandas representariam formas parcialmente glicosiladas do inibidor. Ja
para as amostras reduzidas e alquiladas (amostras R/A pos) verificamos a presenca
de uma Unica banda. Isso indica que a reducao e alquilacdo das pontes dissulfeto
de BJ46a é uma condicdo necessaria para que haja a remocéao efetiva das cadeias
glicidicas presentes no inibidor. Em relacado ao tempo de incubacdo com a PNGase
F, ndo verificamos mudancas expressivas no perfil eletroforético das amostras
incubadas 1h e 3h com a glicoamidase, indicando que ambos os tempos de
incubacédo foram adequados para a remocéao das N-glicosilacdes de BJ46a.

Posteriormente, otimizamos a melhor propor¢cédo de enzima/substrato para a
desglicosilacdo de BJ46a com RapiGest. BJ46a e a-1 glicoproteina foram incubadas
com RapiGest a 0,063% (p/v), reduzidas, alquiladas e incubadas a 37°C com
diferentes proporcées de PNGase F como descrito no protocolo 3 (capitulo Materiais
e Métodos, secao 3.2.16). Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE,
como demonstra a Figura 25.

Todas as proporgcoes de PNGase F testadas foram capazes de promover a
desglicosilacdo de BJ46a, devido a mudanca na mobilidade eletroforética do inibidor
(painel A) e pela coloracdo negativa das amostras tratadas com PNGase F pela
técnica de coloracdo por Acido Periddico / reagente de Schiff (painel B). Para a-1
glicoproteina, as mesmas condi¢cdes de desglicosilacdo ndo foram adequadas para
a retirada das cadeias glicidicas desta proteina. Provavelmente, a concentracdo de
surfactante utilizada neste ensaio ndo foi o suficiente para promover a abertura da
estrutura desta proteina e consequentemente, facilitar o acesso a porcao glicidica

pela enzima.
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Figura 25: Condicdes otimizadas de desglicosilacdo de BJ46a com PNGase F.
0,25U: amostra tratada com PNGase F na proporgao de 0,25U/ug de
glicoproteina; 0,5U: amostra incubada com 0,5U/ug e 5U: amostra incubada com

1U/ug. Todas as amostras foram tratadas com RapiGest a 0,063% (p/v).

Painel A: gel corado por Coomassie R-250;

Painel B: gel corado pela técnica do Acido Periddico / reagente de Schiff.
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4.4.2 - Sob condi¢cdes nativas

Para investigarmos a influéncia da porcédo glicidica de BJ46a em sua
atividade inibitoria, decidimos inicialmente estabelecer as condi¢cdes experimentais
adequadas para a desglicosilagcéo extensiva do inibidor em sua forma nativa.

Glicoamidases sao frequentemente utilizadas quando se deseja desglicosilar
proteinas nativas, devido a propriedade destas enzimas em clivar N-glicosilagtes
independente de sua classe e por induzir modificacbes pontuais na estrutura
proteica — a Unica modificacdo induzida por glicoamidases nas proteinas é a
desamidacao do residuo de asparagina para acido aspartico. Por clivar a ligacao
mais interna da N-glicosilacdo, as glicoamidases sdo especialmente sensiveis ao
arranjo tridimensional da parte glicidica da glicoproteina — o impedimento estérico
pode diminuir ou até mesmo inibir a atividade enzimatica (O'Neill 1996).

Devido a esta limitacdo, optamos por ampliar o acesso a por¢ao glicidica de
BJ46a pela PNGase F utilizando as exoglicosidases neuraminidase, B(1—4)
galactosidase e [B-N-acetilglicosaminidase. A acdo destas trés enzimas reduz a
porcdo glicidica do inibidor ao nucleo da N-glicosilacao, facilitando a clivagem da
ligacdo GIcNAc-B1-Asn pela PNGase F. Incubamos BJ46a com neuraminidase,
B(1—4) Galactosidase, B-N-acetilglicosaminidase e PNGase F nas proporc¢des de
0,00006U, 0,000035U, 0,00046U e 0,06U por micrograma de glicoproteina,
respectivamente, por 120h a 37°C. Aliquotas equivalentes a 2ug de proteina foram
retiradas a cada 24h e analisadas por MALDI/TOF no modo linear, como demonstra
a Figura 26.

Nas primeiras 24h de incubagdo com as exoglicosidases e PNGase F,
verificamos uma desglicosilacao significativa de BJ46a. Apos este periodo, a massa
do mondmero do inibidor foi calculada em 39632 Da (Figura 26, painel B), uma
reducdo de aproximadamente 5 kDa em relacdo a massa registrada para BJ46a
controle (Figura 26, painel A). Nos pontos subsequentes, a diferenca em massa
nao é muito proeminente, indicando que a maior parte dos glicanos de BJ46a foram
clivados em 24h de incubagéo. Nestes pontos, a massa calculada do monémero de

BJ46a se mantém préoximo a 39 kDa.
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Figura 26: Espectros em modo linear de BJ46a desglicosilada com
exoglicosidases e PNGase F.
Painel A: BJ46a controle;
Painel B: BJ46a apos 24h de incubacdo com as exoglicosidases / PNGase F;
Painel C: BJ46a apos 48h de incubacdo com as glicosidases.
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Figura 26: Espectros em modo linear de BJ46a desglicosilada com
exoglicosidases e PNGase F
Painel D: BJ46a ap6s 72h de incubacdo com as exoglicosidases / PNGase F;
Painel E: BJ46a apos 96h de incubacdo com as glicosidases;
Painel F: BJ46a apds 120h de incubacdo com as glicosidases.
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Sete microgramas do inibidor em sua forma nativa e apds a incubacédo com
as exoglicosidases e PNGase F por 72h a 37°C foram submetidos a eletroforese em
condigbes desnaturantes e redutoras, como demonstra a Figura 27. H& um
incremento significativo da mobilidade eletroforética do inibidor ap6s o tratamento
com as glicosidases; nesta técnica, a massa molecular aparente do inibidor nativo
foi calculada em 60,2 kDa e, apés o tratamento com exoglicosidases e PNGase F, a
massa do inibidor foi estimada em 50,4kDa, uma reducéo de aproximadamente 16%
(Figura 27, painel A). Por densitometria, verificamos que o volume relativo da
banda de BJ46a, apds o tratamento com as glicosidases, foi calculada em 15,3%
(Tabela 8). Entretanto, quando coramos 0 gel pela técnica do acido periddico /
reagente de Schiff, verificamos que apds a incubacdo com as glicosidases, BJ46a
ainda se mostrou positiva para glicosilagdo, ainda que a coloragédo tenha sido
significativamente menos intensa em relacdo ao controle (Figura 27, painéis B e C).
Esta forma parcialmente desglicosilada de BJ46a poderia representar a
permanéncia de carboidratos em um ou mais sitios previamente glicosilados de
BJ46a.
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Figura 27: Analise por SDS-PAGE de BJ46a nativa e ap0s desglicosilagdo com
exoglicosidases e PNGase F em condi¢fes nativas.

Amostra 1: Peroxidase de raiz-forte (controle positivo da coloracao por acido periodico /
reagente de Schiff — 7ug); amostra 2: Inibidor triptico de soja (controle negativo da
coloracdo por acido periodico / reagente de Schiff — 7ug); amostra 3. BJ46a nativa
(7ug); amostra 4: BJ46a parcialmente desglicosilada com exoglicosidases e PNGase F.

Painel A: gel corado por Coomassie G-250;
Painel B: gel corado por acido periddico / reagente de Schiff;
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Tabela 8: Volumes normalizados das bandas de BJ46a nativa (raia 3) e

desglicosilada com exoglicosidases (raia 4) exibidas no painel B da figura 25.

Raia Volume normalizado (%)
3 100
4 15,3

4.5 - Anélise da relevancia da porc¢éo glicidica de BJ46a para sua atividade
inibitéria

Os oligossacarideos podem ter o potencial de influenciar de maneira
significativa diversas propriedades fisico-quimicas e biolégicas das proteinas as
quais estao covalentemente ligados. A descoberta de varias rotas de enovelamento
e degradacdo dependentes de glicanases no reticulo endoplasmatico indica que os
acucares N-ligados podem ter um papel central durante o enovelamento proteico,
favorecendo algumas conformacfes em detrimento de outras e promovendo
mudancas na estrutura secundaria local (Mitra et al. 2006; Molinari 2007). Além
disso, oligossacarideos N-ligados sao estruturas grandes e hidrofilicas — um glicideo
complexo triantenario pode chegar a ter 2,9 kDa — o que pode proteger a
glicoproteina de hidrolise por proteases, de interagBes ndo-especificas e modular
sua atividade biolégica (Imperiali e O'Connor 1999; Skropeta 2009).

Para DM43, um inibidor natural de metaloproteinases de venenos de
serpentes isolado do soro do gamba Didelphis aurita, Leon e colaboradores
demonstraram que a remocao dos residuos de acido sialico e galactose nao impediu
a interacdo com a SVMP jararagina, nem a inibicdo da atividade azocaseinolitica
desta toxina. Entretanto, a desglicosilacdo parcial de DM43 com PNGase F levou a
uma perda de 50% da capacidade inibitoria de DM43 sobre a atividade

azocaseinolitica de jararagina (Leon et al. 2012). Estes resultados nos levaram a
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analisar qual seria a relevancia das cadeias glicidicas presentes em BJ46a em sua
atividade biolégica.

Para realizarmos nossos estudos, desglicosilamos 60 pg do inibidor com
neuraminidase, B-galactosidase, B-N-acetilglicosaminidase e PNGase F por 72h a
37°C. Nossa analise inicial consistiu em um ensaio de formacdo de complexos
entre BJ46a em suas formas nativas e desglicosilada com a SVMP jararagina.
Incubamos BJ46a e jararagina na proporcao molar de 1:1 (subunidade do inibidor:
toxina) por 30 min a 37°C e o conteudo de cada reacdo foi analisado por

eletroforese em condi¢des nativas, como mostra a Figura 28.
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Figura 28: Ensaio de formacdo de complexos entre BJ46a nativa, BJ46a
desglicosilada por exoglicosidases e PNGase F com a SVMP jararagina.

Raia 1: BJ46a nativa (1pg); 2: BJ46a nativa e jararagina (1:1); 3: BJ46a
desglicosilada (1ug); 4: BJ46a desglicosilada e jararagina (1:1); 5: Jararagina (1,1uQ).
Corado por impregnacao por prata. As bandas indicadas por setas foram excisadas
do gel e seu conteudo identificado por espectrometria de massas.
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E possivel visualizar, na raia 2, a aparicdo de uma banda de menor
mobilidade eletroforética, que ndo estd presente na amostra correspondente ao
inibidor em sua forma nativa (raia 1) e a amostra correspondente a jararagina
isolada (raia 5).

Quando desglicosilamos BJ46a, verificamos uma mudanga na migracéo da
banda de BJ46a no gel nativo (raia 3) e, quando incubamos o inibidor
extensivamente desglicosilado com jararagina (raia 4), verificamos novamente a
formacdo de uma banda de menor mobilidade, ausente nos controles do inibidor
desglicosilado e toxina, sugerindo a formacdo de complexo entre estas duas
proteinas. Quando tripsinizadas e analisadas por espectrometria de massas, as
bandas contidas nas raias 2 e 4 continham peptideos tripticos provenientes tanto de
jararagina quanto de BJ46a (Tabela 9). Estes resultados indicam que a
desglicosilacdo extensiva do inibidor ndo interferiu em sua capacidade de interacéo
com a SVMP jararagina, e que provavelmente a atividade biolégica do inibidor deve
estar mantida.

Para confirmarmos esta hipétese, realizamos um ensaio de atividade com
jararagina, utilizando-se azocaseina como substrato, na presenca de BJ46a nativa e
BJ46a desglicosilada em duas propor¢cées molares distintas (1:1 e 2:1, subunidade

do inibidor:toxina), e os resultados estdo demonstrados na Figura 29.
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Tabela 9: Identificacdo do conteudo protéico das bandas excisadas do gel

exibido na figura 28 por nanoLC-nanospray-LTQ-Orbitrap.

Amostra N° de -10logP  Cobertura Numero de Massa Descricao
Acesso (PEAKS) (%) peptideos  Tedrica
(9i) (Da)
Controle 269849769 166,36 30% 21 58.827 Keratin, type |
negativo * cytoskeletal 10
Amostra 48428681 252,10 74% 66 38.779  Antihemorrhagic factor
01 BJ46a
Amostra 484228661 215,78 68% 48 38.779  Antihemorrhagic factor
02 BJ46a
82190823 199,16 41% 46 68.213 Zinc
metalloproteinase-
disintegrin bothropasin
231997 190.87 33% 39 63.983 Zinc
metalloproteinase-
disintegrin jararhagin
Amostra 48422866 227.65 72% 48 38.779  Antihemorrhagic factor
03 BJ46a
Amostra 484228661 199,04 67% 38 38.779  Antihemorrhagic factor
04 BJ46a
231997 149,49 32% 36 63.983 Zinc
metalloproteinase-
disintegrin jararhagin
Amostra 82190823 173,80 42% 54 68.213 Zinc
05 metalloproteinase-
disintegrin bothropasin
231997 171,83 42% 48 63.983 Zinc

metalloproteinase-
disintegrin jararhagin

* - Nesta amostra, excisamos um pequeno pedaco da malha do gel de poliacrilamida que

nao continha bandas como controle negativo da digestao triptica.
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Figura 29: Ensaio de inibicdo de atividade azocaseinolitica da SVMP jararagina
por BJ46a nativa e BJ46a extensivamente desglicosilada por exoglicosidases e
PNGase F.

Como podemos verificar, tanto BJ46a em sua forma nativa quanto BJ46a
desglicosilada por exoglicosidases e PNGase F foi capaz de inibir de maneira
significativa a atividade proteolitica de jararagina sobre azocaseina em ambas as
proporcdes inibidor:toxina testadas. Apesar de nossa metodologia de
desglicosilacdo de BJ46a em condi¢cdes nativas ndo levar a obtencdo de uma forma
completamente desglicosilada de BJ46a (Figura 27), nossos resultados indicam
que, diferentemente de DM43, a parte glicidica de BJ46a ndo apresenta uma
relevancia direta para a atividade biologica. Para alguns inibidores naturais de
fosfolipase Az, ja ha evidéncias na literatura de que a glicosilacdo destas proteinas
pode n&o ser crucial para o reconhecimento de PLA2 (Fortes-Dias 2002).

Estudos envolvendo mutagénese sitio-dirigida com a renina humana
indicaram que, apesar dos glicideos ndo estarem envolvidos diretamente com a
atividade enzimética, a secrecao da proteina ndo glicosilada foi comprometida. Para
a glicoproteina M, proteina de superficie do virus da hepatite B, o tratamento das
células hospedeiras com inibidores de glicosidases do reticulo endoplasmatico inibiu
0 enovelamento correto da proteina e sua secrecao, levando a formacao de

agregados intracelulares da glicoproteina M (Lazar et al. 2007; Skropeta 2009). E
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possivel que a N-glicosilacdo de BJ46a também tenha um papel importante para o
correto enovelamento da proteina, pelas vias dependentes de glicanases e das
chaperonas calnexina / calreticulina e para seu trafego e secrecdo para 0 meio
extracelular, uma vez que temos evidéncia da sintese de BJ46a no figado da
serpente e sua secrecao para o plasma (Valente et al. 2001).

Além disso, para glicoproteinas plasmaticas, os oligossacarideos N-ligados
podem ser cruciais para a estabilidade. Por serem estruturas grandes, os glicanos
sdo capazes de proteger a superficie proteica, protegendo a glicoproteina de
hidrolises (Rudd et al. 2001). Os residuos de acido sidlico presentes na parte
glicidica diminuem a taxa de clearance (depuracao) destas proteinas da circulacao
sanguinea, por impedir a interacdo com lectinas presentes na superficie dos
hepatécitos (receptor de assialoglicoproteina) e das células de Kupffer, que
reconhecem residuos de galactose e N-acetilglicosamina terminais. Uma menor taxa
de clearance destas glicoproteinas por estas células leva ao aumento da meia-vida
plasmatica destas moléculas (Byrne et al. 2007; Li e d'Anjou 2009; Sgrensen et al.
2012).

Os inibidores naturais de venenos de serpentes atuam como aceptores
soluveis, circulantes no plasma de animais resistentes e prontos para formar
complexos inativos com metaloproteinases ou fosfolipases A2, endégenas ou néo,
que entrem na corrente sanguinea (Perales et al. 2005). Entdo, uma meia-vida
plasméatica prolongada ampliaria o efeito protetor destes inibidores frente a estas
toxinas.

A manutencdo da atividade inibitéria de BJ46a, mesmo apds desglicosilacao
extensiva, indica que as regides de interagao entre inibidor-toxina estdo contidas na
parte proteica de BJ46a. Para HSF, inibidor que apresenta 85% de identidade de
sequéncia com BJ46a, Aoki e colaboradores demonstraram que a extremidade N-
terminal do primeiro dominio tipo-cistatina de HSF é essencial para manutencéo de
sua atividade antihemorragica. Andalises por modelagem molecular indicaram que o
cluster dos residuos Trpl7, Trp48, Lysl5 e Lys4l expostos na superficie de HSF
estaria relacionado com a atividade inibitéria de HSF (Aoki et al. 2007). E possivel
que BJ46a também interaja com as SVMP por este mesmo grupamento, uma vez

que o inibidor possui estes residuos nas mesmas posicoes (Valente et al. 2009).
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5 — CONCLUSOES

o Implementamos uma metodologia otimizada para purificacdo do inibidor
BJ46a, com menor manipulagdo de amostra e com rendimento purificativo proximo

ao do método originalmente publicado;

o Em nossos ensaios de interacdo, BJ46a foi capaz de formar complexos nao-
covalentes com as SVMP de classe PI atroxlisina-l, BaP1 e leucurolisina-a, inibindo
sua atividade fibrinogenolitica. BJ46a interagiu com a SVMP de classe PIIl
jararagina em uma estequiometria de 1:1 (subunidade do inibidor: toxina) e inibiu a

atividade proteolitica desta toxina sobre azocaseina;

o Confirmamos experimentalmente os sitios de N-glicosilacdo de BJ46a,

localizados nas posi¢cdes Asn76, Asnl185, Asn263 e Asn274;

o A parte glicidica de BJ46a € composta primariamente de N-glicosilacbes do
tipo complexo, contendo &cido sialico no terminal redutor. A presenca deste
residuo pode colaborar para uma menor taxa de clearance e, consequentemente,
uma maior meia-vida plasmatica do inibidor, o que prolongaria seu efeito protetor

frente as toxinas;

o Estabelecemos as condicdes experimentais para a remocdo das N-
glicosilagbes contidas em BJ46a em condi¢cdes desnaturantes pela glicoamidase
PNGase F (na presenca do surfactante RapiGest) e em condi¢cdes nativas, por

uma incubacgao prolongada do inibidor (72h) com exoglicosidases e PNGase F;

o BJ46a extensivamente desglicosilada em condi¢bes nativas foi capaz de
formar complexos com a SVMP jararagina e inibir sua atividade azocaseinolitica,
indicando que a N-glicosilagédo de BJ46a pode n&do ser um fator determinante para
a inibicdo de SVMP.
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6 - PERSPECTIVAS

A manutencao da atividade inibitéria de BJ46a, mesmo apos desglicosilacao
extensiva aponta para a porgao proteica do inibidor como parte fundamental para o
mecanismo de inibicdo de SVMP. Por isso, temos como perspectiva analisar a
interacdo de BJ46a com SVMP utilizando as técnicas de crosslinking e troca
isotopica hidrogénio / deutério. Aliadas a espectrometria de massas, estas
abordagens fornecerdo informacdes importantes sobre as regides de interacao
entre BJ46a e SVMP e sobre a dindmica conformacional de BJ46a isolada e em
complexo com a toxina. Além disso, a determinagéo das condi¢Bes experimentais
para a desglicosilacdo extensiva do inibidor em condicGes nativas pode viabilizar o
estudo da estrutura tridimensional de BJ46a por cristalografia de raios X.

Paralelamente, realizaremos hidrdlises do inibidor com diferentes proteinases
(Arg-C, Lys-C, Asp-N, papaina, tripsina) e por métodos quimicos (&cido 2-
iodosobenzdico) com o objetivo de determinar a por¢do minima do inibidor capaz
de manter sua atividade biolégica. Os fragmentos de BJ46a com atividade
inibitéria serdo caracterizados e sintetizados. Eventualmente, estes peptideos
poderdo servir de molde para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
especificos, capazes de modular a atividade de metaloproteinases de venenos de

serpentes e seus homologos.
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8 - ANEXOS

Abordagens anteriores de desglicosilacdo de BJ46a com a enzima PNGase F

em condi¢cdes desnaturantes e redutoras.

Figura 30: Desglicosilacdo de a-1 glicoproteina acida, BSA e BJ46a em
condi¢cOes desnaturantes e redutoras (SDS/DTT).

Painel A: Analise da desglicosilagao de a-1 glicoproteina acida, BSA e BJ46a por
SDS-PAGE. Raia 1: a1l-glicoproteina acida humana controle (4ug); 2: ai-
glicoproteina acida humana + 0,08U PNGaseF; 3: BSA controle (4ug); 4: BSA +
0,08U PNGase F; 5: BJ46a controle (4ug); 6: BJ46a + 0,08U PNGase F; 7: BJ46a +
0,2U PNGase F; 8: BJ46a + 4U PNGase F; MM: marcador de massa molecular.

Corado por Coomassie G-250.

Painel B: Gel corado por acido periddico / reagente de Schiff
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Figura 31: Desglicosilacdo de a-1 glicoproteina acida, BSA e BJ46a em
condicdes desnaturantes (Uréia 8M) ap0Os reducédo e alquilacdo das cisteinas
com DTT /iodoacetamida.

Painel A: Analise da desglicosilacdo por SDS-PAGE. Raia 1: a1-glicoproteina acida
humana controle (1ug); 2: a1-glicoproteina acida humana + 0,05U PNGaseF; 3:
BSA controle (1ug); 4: BSA + 0,05U PNGaseF; 5: BJ46a controle (1ug); 6: BJ46a +
0,05U PNGaseF; 7: BJ46a + 0,1U PNGaseF; 8: BJ46a + 1U PNGaseF; 9: PNGase

F controle (1U). MM: marcador de massa molecular. Corado por impregnagao por

prata.
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