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RESUMO

As metaloproteases sdo enzimas peptidases dependentes de zinco. Estas proteinas sdo
ricamente encontradas em venenos de serpentes Crotalidae e Viperidae. Muitas
Metaloproteases de Venenos de Serpentes (svIMPs) sdo ativas sobre componentes da
Matriz Extracelular (MEC) e este efeito pode resultar em hemorragia como
conseqiiéncia da degrada¢do da membrana basal nos capilares. A Jararagina ¢ uma
svMP hemorrédgica proveniente do veneno da Bothrops jararaca. Esta enzima tem
atividade proteolitica sobre fibrinogénio e fibronectina e inibe a agregacdo
plaquetaria induzida pelo coldgeno in vitro. Sua seqiiéncia de aminoacidos
corresponde a um dominio metaloprotease N-terminal, um dominio tipo desintegrina
e um dominio rico em cisteina C-terminal, sendo classificada como uma
metaloprotease de veneno de serpente (svMP) de classe P-/I1. Este trabalho descreve
a expressdo, purificagdo e re-enovelamento do dominio catalitico da Jararagina. A
proteina heterologa foi produzida em E.coli, um sistema de expressdo in vivo, que
ndo faz modificagdes pos-traducionais. A proteina recombinante enovelada nao
mostrou atividade hemorragica sobre pele de camundongo. O mesmo resultado foi
obtido para a proteina nativa deglicosilada. Porém, tanto a proteina recombinante,
quanto a proteina nativa, tinham sua atividade proteolitica preservada sobre
fibrinogénio e fibronectina. Em conclusdo, parece possivel que a propriedade
hemorragica da Jararagina seja dependente de modificagdes pods-traducionais,
enquanto que sua atividade proteolitica ndo dependa completamente de tais

modificagdes.
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ABSTRACT

Metalloproteases are Zn' -dependent peptidase enzymes, richly found in Crotalidae
and Viperidae snake venoms. Most snake venom metalloproteases (svMPs) are
active on extracellular matrix components and this effect is thought to result in
bleeding as a consequence of the basement membrane disruption in capillaries.
Jararhagin is a hemorrhagic svMP from Bothrops jararaca venom. This enzyme has
proteolytic activity on fibrinogen and fibronectin and inhibits collagen-induced
platelet-aggregation in vitro. Its amino acid sequence corresponds to a N-terminal
metalloprotease domain, a disintegrin-like and a C-terminal Cysteine-rich, being
classified as a P-III snake venom metalloprotease (svMP). This work describes the
expression, purification and successful refolding of the recombinant catalytic domain
of jararhagin. The heterologous protein was produced in E.coli, an in vivo expression
system that does not make post-translational modifications. The recombinant
refolded protein did not show any hemorrhagic activity in mice skin, as well as, the
native deglycosylated jararhagin. However, they preserved their proteolytic activity
on fibrinogen and fibronectin. It seems that the hemorrhagic properties of these
hemorrhagins are dependent on post-translational modifications, whereas their

proteolytic activity is not completely dependent on such modifications.



Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1 METALOPROTEASES

As metaloproteases (E.C. 3.4.24) sdo hidrolases do tipo peptidases, que
dependem da ligacdo de um metal, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico, para a
manifestagdo das suas atividades. As principais funcdes biologicas das
metaloproteases sao nos processos fisiologicos de angiogénese, fertilizagdo, fusao de
mioblastos, enovelamento protéico, remodelamento tecidual, e algumas tém
inferéncia na sinalizagcdo intracelular durante o desenvolvimento neuronal (Vu e
Werb, 2000). Também tem inferéncia em processos patologicos como invasdo de
células cancerigenas e hipertensao (DeClerck, 2000; Yu e Stamenkovic, 2000),
através da sua atividade protedsica, que degrada componentes da Matriz Extracelular
(MEC), liberando e ativando citoquinas associadas a MEC, que modulam o
crescimento do tumor, a migracao e a angiogénese (McCawley e Matrisian, 2001).

Segundo Hooper (1994), de acordo com as similaridades de seqiiéncias,
as metaloproteases podem ser agrupados em quatro grupos principais:

1. Zincinas: possuem a seqiiéncia HEXXH, como motivo de ligagdo ao zinco.
2. Inverzincinas: possuem um motivo invertido de ligagdo ao zinco, HXXEH.
3. Carboxipeptidase: com motivo de ligacdo ao zinco HXXE.

4. DD-Carboxipeptidases: com motivo de ligacdo ao zinco HXH.



Introducdo

As zincinas constituem o maior grupo, sendo subdividido em Gluzincinas
(aquelas que tem como terceiro ligante ao zinco, um residuo de Glu) e Metzincinas
(aquelas com um residuo de His, como terceiro ligante). As metzincinas pertencem:
as astacinas, serratinas, reprolisinas e matrixinas. As metzincinas possuem um
motivo conhecido como Met-Turn (Figura 1), caracterizado pela presenca de uma
Met em uma volta da estrutura terciaria, localizada C-terminalmente, em relagdo ao
motivo de ligagdo ao zinco (HEXXHXXGXXHD... M). As reprolisinas possuem um
residuo Asp, apo6s o terceiro ligante ao zinco, formando junto com as astacinas a
familia conhecida como M12 (DeClerck, 2000). Formam parte desta familia as
ADAMs (A Desintegrina And Metaloproteases), as ADAMTS (ADAM with
Thrombospondin motifs), e metaloproteases presentes em venenos de serpentes ou

svMPs (Snake Venom Metalloproteinases).

>
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Figura 1. Representagdo esquematica do ambiente do zinco nas metzincinas. Estrutura idéntica (zinco
e Met-turn) sdo mostradas por uma linha continua, caracteristicas variaveis sdo representadas por uma
linha ponteada (Bode et al., 1993).

As ADAMs tem sido encontradas em ampla variedade de tecidos de
diferentes organismos eucaridticos, incluindo Xenopus laevis, Drosophila

melanogaster e Caenorhabditis elegans, mas ndo em plantas nem em bactérias. Até o
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momento, mais de 30 membros da familia tem sido descritos

(http://www.people.virginia.edu/~jagbn/whitelab.html).  Estas  proteinas, com

dominios protease e de adesdo celular, foram inicialmente associadas com processos
reprodutivos como espermatogénese e a unido e fusdo do oOvulo com o
espermatozdide (Wolfsberg e White, 1996). Porém, nos tltimos anos estas proteinas
tem sido implicadas em outros processos biologicos, tais como modulacdo da
migracgdo celular (Alfandari et al., 2001), diferenciagdo de osteoblastos (Inoue et al.,
1998), estimulacdo das propriedades adesivas de células tumorais (Cal et al., 2000)
ou ativacdo de vias de sinalizacdo pela liberacdo de citoquinas e fatores de
crescimento ligados a membrana (Black et al., 1997). Exemplo desta ultima fungao ¢
constituido pela TACE (TNF-a converting enzyme) ou ADAM-17, envolvida na
liberacdo da citoquina TNF-a (Tumor Necrosis Factor- @) da membrana celular
(Black et al, 1997); a ADAM-9/MDC9 ¢ responsavel pelo processamento do
ectodominio do fator de crescimento tipo EGF ligado a heparina, ancorado na
membrana; ADAM 10 tem um papel importante durante a neurogénese em
Drosophila e parece estar envolvida também no processo de orientagdo do axdnio
(Fambrough et al., 1996; Hattori et al., 2000).

As ADAMTS sdo proteinas relacionadas com as ADAMs, que
adicionalmente, contem varias repeti¢des tipo trombospondina na regido C-terminal,
mas, que carecem do dominio transmembrana presente nas ADAMs (Kuno et al,
1997). Até o momento, 11 diferentes ADAMTS tem sido identificadas em tecidos
humanos (Cal et al., 2002), e em alguns casos seu papel funcional em processos
normais e patologicos tem sido descrito. A ADAMTS-1/METH-1 ¢ a ADAMTS-

8/METH-2 tem atividade angio-inibitoria (Vazquez ef al., 1999). A ADAMTS-2 ¢ a
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ADAMTS-3 sdao pro-colageno N-peptidases (Fernandes et al., 2001) e a deficiéncia
de ADAMTS-2 causa a Sindrome de Ehlers-Danlos VIIC em humanos (Colige ef al.,
1999). A ADAMTS-4 ¢ a ADAMTS-5/11 sdo agrecanases envolvidas na degradagao
do agrecan cartilaginoso na doenga artritica (Tortorella ez al., 1999; Abbaszade et al.,
1999).

As matrixinas ou MMPs ou Metaloproteases de Matriz (Woessner,
1994), consistem em colagenases, gelatinases e estromelisinas, que podem ser
encontradas na forma soliivel ou ancoradas na membrana celular como as MT-MMP
(Membrane type MMP). As MMPs possuem um importante papel no
remodelamento da matriz extracelular (Birkedal-Hansen et al., 1993). Estas enzimas
sdo expressas em niveis baixos no tecido adulto normal, mas, em processos de
remodelamento normal e patoldgico (desenvolvimento embriondrio, reparo de
tecidos, inflamacgdo, invasdo tumoral e metédstase), sua expressdo encontra-se
elevada. A MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B) degradam
seletivamente o coladgeno tipo IV e a gelatina. Incremento nos niveis d¢ MMP-2 tem
sido associado com invasdo e metdstase em varios tipos de tumores (Koshiba et al.,
1998). A ativagdo do zimogénio pro-MMP-2 ¢ efetuado pelas MT-MMPs (Murphy
et al., 1999). As MT-MMPs sdo diferentes das outras MMPs, somente, em que
contém uma seqiiéncia que atravessa a membrana na quarta ¢ ultima repeti¢do tipo
pexina do dominio carboxi-terminal.

As svMPs (snake venom Metalloproteases) sdo componentes dos
venenos de serpentes, relacionados com a degradacao proteolitica de componentes
da MEC, da membrana basal endotelial ¢ de alguns receptores de membrana

plasmatica, que interferem com a hemostasia, atuando como sustancias
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anticoagulantes, fibrinoliticas, inibidores ou ativadores plaquetarios, entre outros. O
efeito proteolitico sobre componentes da MEC de muitas svMPs pode resultar em
hemorragia como conseqiiéncia da degradacdo da membrana basal nos capilares. As
svMPs que possuem atividade hemorragica sao chamadas de hemorraginas.

Bjarnason & Fox, 1994 classificaram as svMPs de acordo com a massa

molecular e sua atividade hemorragica, da seguinte forma:

e Classe I ou P-I: esta classe inclui svMPs pequenas com massas moleculares
em torno de 24 kDa, e com pouca ou nenhuma atividade hemorragica. Tem
um dominio catalitico altamente conservado. Sofrem um processamento
inicial para passar da forma de zimogénio a forma ativa, através da clivagem
do pro-dominio ao nivel do N-terminal do dominio metaloprotease. Este
grupo de toxinas se subdivide em dois grupos:

o Classe P-IA: toxinas da classe P-/ com seqiiéncias de aminodacidos
semelhantes e com pontos isoelétricos fracamente 4cidos. A HT-e, do
veneno de Crotalus atrox (Bjarnason e Tu, 1978), pertence a este
grupo.

o Classe P-1B: Pertencem a este grupo toxinas da classe P-/ fracamente
hemorragicas. Um exemplo desta classe de proteinas é representado
pela toxina HT-d, do veneno de Crofalus atrox (Bjarnason e Tu,
1978).

e C(lasse Il ou P-II: pertencem a esta classe as svMPs médias, caracterizadas
por apresentarem, além do dominio metaloprotease, um dominio desintegrina
contendo a seqiiéncia RGD. Sofrem um processamento adicional ao inicial

das P-I, para gerar peptideos desintegrina. Esta classe de toxinas ¢
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representada no veneno principalmente por seu produto processado
proteoliticamente, as desintegrinas (Chen et al., 2003). Um representante
deste grupo de proteinas ¢ a Jerdonitina, uma toxina do veneno de
Trimeresurus jerdonii (Chen et al., 2003).

e Classe Ill ou P-III: incluem grandes hemorraginas com massas moleculares
entre 55 kDa e 90 kDa, que sdo as mais potentes toxinas hemorragicas. Estas
proteinas possuem além do dominio catalitico, um dominio desintegrina € um
dominio rico em cisteina. No veneno sdo representadas predominantemente
na forma de trés dominios sem processamento proteolitico adicional ao inicial
(Moura-da-Silva et al., 2003). Uma das P-III mais estudadas ¢ a Jararagina
isolada do veneno de Bothrops jararaca (Paine et al., 1992).

e C(Classe IV ou P-1V: representadas por grandes svMPs de massa molecular de
aproximadamente 95 kDa, com baixa atividade hemorragica. Apresentam,
além dos trés dominios das P-III ja descritos, um dominio adicional tipo
lectina ligado por uma ponte disulfeto a cadeia polipeptidica. Um exemplo
deste grupo de proteinas ¢ a proteina LHF-I do veneno de Lachesis muta
muta (Sanchez et al., 1987).

A Figura 2 ilustra um esquema comparativo da estrutura multi-dominios
das svMPs com outras MPs zinco dependentes da familia das Metzincinas. Estudos
de comparagdo da seqiiéncia de aminoacidos das svMPs indicam, que apesar das
diferengas nos seus tamanhos moleculares, todas estas enzimas podem estar
relacionadas através de um gene ancestral comum (Hite et al, 1994; Paine et al,

1992).
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Figura 2. Estrutura multi-dominios de metaloproteases zinco-dependentes pertencentes a familia das
metzincinas (Tang, 2000; Okuda et al., 2002).

Estudos de cristalografia das svMPs Adamalisina II, Atrolisina C, Hj-
Proteinase e Acutolisina A, revelam estruturas semelhantes, sendo moléculas
elipsoidais, com uma fenda no sitio ativo (Figura 3), que separa um pequeno sub-
dominio do corpo principal da proteina (Gomis-Ruth et al., 1993; Zhang et al., 1994;
Kumasaka et al., 1996; Gong et al., 1997). A atividade hemorragica destas proteinas
tem sido associada com sua atividade proteolitica, ja que, a quelagdo do ion de zinco
abole ambos os efeitos, o proteolitico e o hemorragico (Bjarnason e Fox, 1994;

Bjarnason e Tu, 1978).
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Figura 3. Diagrama estéreo da a) Astacina e b) Adamalisina Il usando RIBBON (Priestle, J. P., 1998)
(como modificado por A. Karshikoff) Ambas moléculas mostram sua orientacdo padrdo, por exemplo
com a fenda no sitio ativo central na frente seguindo de esquerda para direita (Bode et al., 1993).

O dominio tipo desintegrina das svMPs da classe P-//] hemorréagicas pode
aumentar a extravazamento por afetar a fung¢do plaquetaria e a especificidade das
svMPs por integrinas (Jeon e Kim, 1999). Esta idéia ¢ reforgada pelos trabalhos
descrevendo que proteinas recombinantes e nativas, contendo os dominios tipo
desintegrina/rico em cisteina, inibem efetivamente a agregagao plaquetaria induzida
pelo colageno (Zhou et al., 1995; Jia et al, 2000). Porém, MPs do tipo P-III, sdo

mais ativas na indu¢do da hemorragia, do que enzimas constituidas somente pelo
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dominio MP (P-I) (Bjarnason e Fox, 1994; Hite et al., 1994) ou contendo sé os
dominios desintegrina/rico em cisteina (Jia et al.,, 1996; Moura da silva et al., 1999).
Estes resultados sugerem que, o dominio MP tem um importante papel na inibi¢ao
plaquetaria, talvez, por hidrdlise das integrinas plaquetarias, como demonstrado para
a Jararagina (Kamiguti e al, 1996"). Estudos com svMPs recombinantes de
Agkistrodon halys mostram que o dominio tipo desintegrina modula a especificidade
catalitica das enzimas sobre substratos da MEC (Jeon ¢ Kim, 1999)

Uma vez que as svMPs P-/I] possuem dominios tipo desintegrina/rico em
cisteina, acredita-se que algumas desintegrinas possam originar-se por autoproteélise
destas enzimas (Takeya et al., 1993). Isso ¢ refor¢ado pelos achados de Usami et al.,
(1994) e Moura-da-Silva et al., (2003) que determinaram que o componente do

veneno de B. jararaca, a Jararagina C, ¢ gerado pela autolise da Jararagina.

1.1.1 Patogénese do Dano Local por svyMPs

As manifestacoes do envenenamento por serpentes viperideas ou
crotalideas podem ser locais ou sistémicas. Efeitos locais freqiientemente incluem
dor, inchago, equimose ¢ hemorragia local e em alguns casos necrose na area da
picada, que resulta geralmente em uma seqiicla permanente (Gutierrez et al., 1989).
Efeitos sistémicos incluem alteragdes na coagulacdo sanguinea ou coagulopatia e
varios tipos de hemorragia distantes do sitio da mordida, tais como, hemorragia
gengival, purpura, macrohematuria, epistaxe, sangramento uterino ¢ hemoptise.

Venenos viperideos e crotalideos possuem componentes que podem afetar
a hemostasia por causar mudancas na coagulagdo sanguinea e a fungdo plaquetaria

(Hutton e Warrel, 1993; Kamiguti e Sano Martins, 1995). Muitas destas toxinas,
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carecem de atividade coagulante, mas possuem a habilidade de causar hemorragia
local. Este grupo consiste quase inteiramente de metaloproteases (svMPs) contendo
zinco (Bjarnason e Fox, 1994).

As svMPs sdo responsaveis pelo efeito hemorrdgico caracteristico de
envenenamentos por serpentes crotalideas e viperideas (Bjarnason e Fox, 1994;
Kamiguti et al.,, 1998; Hati et al., 1999). Além disso, tem-se evidenciado que estas
enzimas também estdo envolvidas na patogénese da mionecrose local (Gutierrez et
al., 1995"), dano da pele (Rucavado et al. 1998), edema e outras reagdes associadas
com a inflamag¢do (Gutierrez et al., 1995; Moura-da-Silva et al., 1996). Por tudo
isso, as svMPs tém um relevante papel na patogénese do dano local induzido pelo
veneno e constituem alvo importante para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos.

A injecdo intramuscular de muitas svMPs hemorragicas resulta em dano
agudo as células musculares, como a mionecrose (Gutierrez et al., 1995°; Ownby,
1990; Rucavado ef al., 1995). No entanto, Gutierrez et al., (1995°), pesquisando a
acdo da svMP hemorragica BaH1 do veneno de B. asper, sugeriu que o dano
muscular ¢ secundario a isquemia que acontece no musculo esquelético como
conseqiiéncia da hemorragia.

As svMPs também afetam drasticamente a regeneragdo do musculo
esquelético, por afetar os microvasos, ocasionando uma pobre e incompleta resposta
regenerativa (Arce ef al., 1991).

svMPs induzem hemorragia, mionecrose e bolhas, tendo um papel
relevante na resposta inflamatéria complexa e multifatorial caracteristica do

envenenamento por mordida de serpentes. Estas enzimas induzem edema (Gutierrez
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et al., 1995% e liberagdo de citoquinas inflamatorias, quando injetadas no musculo e
incubadas com macrofagos in vitro. A Jararagina libera TNF-a a partir de seu
precursor na membrana, sugerindo que as svMPs podem mediar a ativacdo de uma
variedade de mediadores inflamatorios da membrana celular (Moura-da-Silva et al.,
1996). Este resultado, associado com a caracteristica de que svMPs também podem
ativar MMPs endogenas por clivagem do seu pro-peptideo, indica que, estas enzimas
contribuem na degradacdo da MEC ¢ a inflamagdo induzida pelo veneno. Um
conspicuo incremento na expressdo de varias MMPs foi observada no tecido
muscular e pele apds a injecao da svMP de Bothrops asper, a BaP1 (Rucavado et al.,

1998).

1.1.2 Mecanismos da Hemorragia Causados por svMPs

Metaloproteases de venenos viperideos e crotalideos produzem
sangramento local por causar lesdes nas paredes dos pequenos vasos sanguineos
(Ohsaka, 1979; Ownby, 1990) devido a protedlise de componentes da membrana
basal (Ohsaka, 1979; Bjarnason e Tu, 1978; Bjarnason et al., 1988). Tem-se
demonstrado que estas enzimas degradam as principais proteinas da Matriz
Extracelular (Bjarnason et al, 1988; Baramova et al., 1990), danificando a
integridade dos vasos sanguineos, o que explica a hemorragia local.

Existem dois mecanismos pelos quais, eritrocitos e componentes do
sangue, escapam para os tecidos induzidos pela acdo das MPs hemorragicas.
Primeiro, a hemorragia ‘per diapedese’, através das separacdes das juncdes entre as
células endoteliais; e segundo, a hemorragia ‘per rhexis’, através dos poros formados

no interior das células endoteliais danificadas. A hemorragia induzida por svMPs ¢

11
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principalmente por mecanismo ‘per rhexis’ em vasos sanguineos capilares (Ownby,
1990; Lomonte et al, 1994). Em vénulas tem-se observado hemorragia ‘per
diapedese’induzida por svMPs. Uma explicagdo deste fendmeno é que as vénulas
sdo muito mais reativas do que os capilares a agdo de mediadores inflamatorios, o
que incrementa a permeabilidade capilar devido a alta densidade de receptores para
tais agonistas (Collins, 1999). Como conseqiiéncia, sugeriu-se que a inflamagao local
induzida por svMPs, com liberagdo de mediadores inflamatorios, pode induzir
contracdo das células endoteliais venulares, ampliando as jun¢des intercelulares com
escape de plasma e eritrocitos (Gutierrez e Rucavado, 2000).

As svMPs também s3o proteoliticamente ativas sobre componentes da
membrana basal, tais como, laminina, fibronectina, colageno tipo IV e nidogénio, in
vitro (Rucavado et al, 1999; Bjarnason et al., 1988; Baramova et al, 1991;
Maruyama et al., 1992) e in vivo (Ownby et al., 1978; Moreira et al, 1994),
implicando que a hemorragia induzida por venenos de serpentes ¢ uma conseqiiéncia
da degradagdo proteolitica da membrana basal (Gutierrez ¢ Rucavado, 2000). Por
outro lado svMPs ndo hemorragicas ¢ MMPs, que participam na inflamacdo e
remodelamento do tecido, degradam os componentes da membrana basal (Shapiro,
1998), mas, ndo necessariamente induzem hemorragia. E provavel que svMPs
hemorragicas clivem seletivamente ligagdes peptidicas nas proteinas da membrana
basal, ocasionando a hemorragia como conseqiiéncia da clivagem destas ligagdes
chaves, sem causar, necessariamente, a degradagdo de toda a proteina e constituintes
proteoglicanas (Gutierrez ¢ Rucavado, 2000). In vitro, as svMPs produzem
desadesao das células do seu substrato, o que ndo indica, necessariamente, a perda da

sua viabilidade. Porém, in vivo, células endoteliais tratadas com estes compostos,
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apresentam diferencas nas suas caracteristicas morfologicas e funcionais, como
conseqiiéncia de fatores hemodindmicos nos microvasos (Ballerman et al, 1998;
Topper e Gimbrone, 1999). Depois da hidrolise dos componentes da membrana basal
por svMPs, estes fatores biofisicos podem mediar a inclusdo de alteragdes funcionais
e morfologicas nas células endoteliais (Hati et al, 1999; Rucavado et al., 1995),
caracterizadas por vesiculacdo, com conseqiiente apari¢do de poros que levam a
extravasacao (Moreira et al., 1994). Em conclusao, o dano das células endoteliais por
svMPs hemorragicas, ¢ resultado de eventos complexos, nos quais forcas
hemodindmicas tem um papel importante, associado a clivagem das ligagdes
peptidicas chaves nas proteinas da membrana basal.

A apoptose pode nio ter nenhum papel na patogénese da hemorragia
aguda induzida pelo veneno, mas, pode participar de outros aspectos do dano
endotelial em envenenamento por serpentes (Gutierrez ¢ Rucavado, 2000).

Na figura 4, se resume esquematicamente os multiplos papeis das svMPs

na patogénese do dano ao tecido local.
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Figura 4. Multiplos papeis das svMPs na patogénese do dano ao tecido local. Alguns efeitos sdo
devidos a agdo direta destas proteinas, ¢ outros sdo causados pela acdo indireta. Inibi¢do da agregagdo
plaquetaria e degradagdo dos fatores da coagulacdo sanguinea, contribuem as alteragdes sistémicas,
mas também, a les@o local, provavelmente por potencializar o efeito hemorragico, resultante da agdo
das Metaloproteases na microvasculatura local (Gutierrez e Rucavado, 2000).

1.2. COMPONENTES DO VENENO DE BOTHROPS

JARARACA

Os venenos de serpentes do género Bothrops sao misturas bastante
complexas de toxinas com diferentes propriedades tdxicas ou enzimadticas. Os
principais componentes encontrados no veneno de Bothrops jararaca sdo: lectinas,
metaloproteases, serinoproteinases, desintegrinas, fosfolipases e os peptideos que

agem sobre a bradicinina e o sistema angiotensina.

1.2.1. Lectinas: Pertencem a familia das lectinas tipo C, que interagem com

proteinas plasmaticas, componentes da cascata de coagulacdo ou com as plaquetas

(Brinkhous ef al., 1981; Ozeki et al., 1994; Fujimura et al., 1995; Kawasaki et al.,
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1996; Matsushita et al., 2000; Monteiro e Zingali, 2000). Entre as lectinas do veneno
de B. jararaca se encontram:

e Botrocetina: Proteina de 31 kDa que promove a aglutinagio
plaquetéria por formagao de um complexo soltivel com o Fator de von
Willebrand (vWF), ativando o seu dominio Al, favorecendo sua
interacdo com a GP Ib plaquetaria (Brinkhous ef al., 1981; Matsushita
et al., 2000; Read et al., 1989).

e Jararaca GPIb-BP: Proteina de 30 kDa que ndo induz a agregagao
plaquetaria. Liga-se a GPIb, inibindo sua interacio com o VWF
(Fujimura et al., 1995; Kawasaki et al., 1996).

e Botrojaracina: De 27 kDa, possui um efeito anticoagulante resultante
de dois mecanismos sinérgicos e distintos (Monteiro e Zingali, 2000):

o Formacgdo de um complexo com a Trombina: inibindo-a para
agir sobre substratos como o fibrinogénio, o receptor de
plaquetas, a proteina C e o Fator V, atuando como um potente
inibidor seletivo de agregacdo plaquetdria induzida pela
trombina (Fenton et al., 1998).

o Formagdo de um complexo com a Pro-trombina: Reduzindo a
formagdo de a-trombina, o que permite que esta toxina atue
como um eficiente anticoagulante apds a ativagdo da via
intrinseca da coagula¢do sanguinea.

o Lecitina homodimérica: Lectina ainda ndo nomeada que causa
hemaglutinagdo calcio dependente e nao possui efeito sobre a

aglutinagao das plaquetas (Ozeki et al., 1994).
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e Jararaca GP IX/X: heterodimero ligado por pontes disulfeto, que liga
aos fatores da coagulagdo IX e X e a proteina S, de maneira calcio-

dependente, interferindo com a coagulagao (Sekiya et al., 1993).

1.2.2. Serinoproteases: Sio serinoproteases com atividade tipo trombina

(Kamiguti e Sano-Martins, 1995). Entre as principais serinoproteases presentes no
veneno de B.jararaca encontram-se:

e Botrombina: (33 kDa), coagula o fibrinogénio e ndo possui nenhum
efeito sobre as plaquetas, a menos que o fibrinogénio exdgeno esteja
presente (Nishida et al., 1994).

e PA-BJ (30 kDa) Possui atividade amidolitica e induz agregacao
plaquetaria (Serrano et al, 1995) por interagir com o receptor
plaquetario PAR-1 (Protease Activated Receptor-1) (Santos et al.,
2000).

e KN-BJ I e KN-BJ 2: com atividade amidolitica, atividade sobre a

liberagdo de cininas e atividade coagulante (Serrano et al., 1998).

1.2.3 F osfolipase A2 (PLA 2): Sio enzimas lipoliticas que clivam a

ligagdo Sn—2 acil dos fosfolipideos da membrana, produzindo lisofosfatideos e
acidos graxos livres (principalmente acido araquidonico), mediadores pro-
inflamatorios como PAF (Fator Ativador de Plaquetas) e os eicosanodides (Dennis,
1978; Chang et al., 1987). O veneno de B.jararaca apresenta uma baixa atividade
fosfolipasica quando comparado ao veneno de B.moojeni, B. jararacussu, B.

neuwiedi e B. pradoi (Moura-da-Silva, 1991), porém, uma fracdo com atividade
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fosfolipasica, que inibe a agregacdo plaquetdria, foi descrita por Zingali et al,
(1990). Entre as fosfolipases do veneno de B.jararaca encontram-se:

e BJ-PLA2: Fator inibidor da agregacdo plaquetaria (Serrano et al,
1999), com 124 aa.

o JAR 10, 11, 12 e 13: Isoladas por Moura-da-Silva et al., (1991). Tém
peso molecular de aproximadamente 15 kDa, com diferentes
atividades fosfolipasica e miotoxica, sendo que as fragdes
denominadas como JAR 11 e 12 as que apresentam maior atividade
fosfolipasica, enquanto que a JAR 12 e 13 apresentam maior atividade

miotoxica.

1.2.4. Peptideos Potenciadores da Bradicinina (BPPs): Sio

inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ACE), com consequente efeito
anti-hipertensivo. Um dos primeiros BPPs identificados no veneno foi o BPF (Fator
Potenciador da Bradicinina), por Ferreira e Rocha e Silva (1965), que deu origem ao
Captopril (Orning et al, 1991), um medicamento mundialmente utilizado no
tratamento da hipertensdo. Até o momento foram descritos treze BPPs no veneno de

B.jararaca (Cintra et al., 1990).

1.2.5. Desintegrinas: Proteinas que sdo sintetizadas na glandula venenifera

como proteina multidominio contendo os dominios metaloprotease, desintegrina e
rico em cisteina, que posteriormente sdo processadas proteoliticamente no seu
extremo amino terminal (Dennis et al, 1990; Takeya et al., 1993). Estas proteinas

sdo ricas em pontes disulfeto e usualamente possuem no seu sitio ativo a seqiiéncia
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RGD, essencial para sua capacidade de bloquear a interagdo de integrinas com seus
ligantes (Scarborough et al., 1993). As desintegrinas se ligam através desta seqiliéncia
RGD 4s integrinas (Gould et al, 1990). A localizagdo das pontes disulfeto ¢ a
seqiiéncia RGD ¢ invariavel em todas as desintegrinas descritas até o momento, € ndo
existem grupos sulfidrila livres nas desintegrinas, ja que todos estdo envolvidos na
forma¢do de pontes disulfeto (Calvete et al, 1997). Existem, pelo menos, duas
classes de desintegrinas: 1) As pequenas (5 a 9 kDa), derivadas das svMPs da classe
P-II. A maioria dos membros desta classe possuem a seqiiéncia RGD em sua
estrutura (desintegrinas RGD). 2) As desintegrinas maiores (~30 kDa), em que a
seqiiéncia RGD esta ausente (disintegrinas-/ike). Estas proteinas sdo derivadas das P-
111
As desintegrinas ocorrem nas formas monoméricas e diméricas. Varias
desintegrinas monoméricas ja foram descritas, dentre elas a flavoviridina, a
echistatina, a eristostatina, entre outras, todas elas potentes inibidores da agregagao
plaquetéria (Gould ef al., 1990). As proteinas diméricas sdo pouco conhecidas, mas
recentemente Marcinkiewicz er al, (1999%) descreveu a EC3 (proteina
heterodimérica do veneno de Echis carinatus suchoreki). Em outro trabalho,
Marcinkiewicz et al., (1999°) identificaram a desintegrina heterodimérica EMF10,
isolada do veneno de Eristocophis macmahoni. No nosso laboratorio foi isolada a
desintegrina homodimérica BaG do veneno de Bothrops alternatus (Cominetti et al.,
2003).
Entre as principais desintegrinas encontradas no veneno de B.jararaca,

encontra-se:
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Jararagina C: Produto proteolitico da Jararagina, que correspondente
ao seu dominio tipo desintegrina (com seqiiéncia ECD ao invés da
RGD das desintegrinas verdadeiras) e o dominio rico em cisteina. Esta
desintegrina tem uma massa molecular de 28 kDa e inibe a agregacao
plaquetéria induzida pelo colageno e pelo ADP (Usami ef al., 1994).
Jaracetina: Dimero de 60 kDa que constitui uma forma
diferencialmente processada da Jararagina. Interage com o dominio A
do vVWF e também bloqueia a adesdo das plaquetas ao colageno
dependente da integrina a231(Luca et al., 1995).

Jaracina: Desintegrina RGD inibidora da agregacdo plaquetaria
(Scarborough et al., 1993).

Jarastatina: Desintegrina RGD que liga receptores de neutréfilos,
promovendo atividade celular e a alteragdo dinamica dos filamentos

de actina (Coelho ef al., 1999).

1.2.6. Metaloproteases: Responsavel pelo efeito hemorragico caracteristico

destes envenenamentos (Bjarnason e Fox, 1994). As principais metaloproteases ja

identificadas no veneno de B.jararaca sao:

Fatores Hemorrdgicos HF 2 e HF 3: com massa molecular de 49.1
kDa (HF2) e 62 kDa (HF3) (Assakura et al., 1986).

Jararafibrase 1, 11, II1, IV: com atividade hemorragica e fibrinolitica
(Maruyama et al., 1993).

Botropasina: (48 kDa) Fraca atividade hemorrdgica (Mandelbaun e

Assakura, 1988).
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e Proteinase J: Metaloprotease dependente de zinco que ndo apresenta
atividade hemorragica (Tanizaki et al., 1989).
e Jararagina: Uma metaloprotease/desintegrina com massa molecular

de 52 kDa, com agdao hemorragica (Paine et al., 1992).

1.3. JARARAGINA

O envenenamento por Bothrops jararaca constitui o principal problema
deste tipo no sudeste do Brasil, sendo a hemorragia local e sistémica uma das
maiores conseqliéncias do envenenamento por esta espécie (Rosenfeld, 1971;
Cardoso et al., 1993). O principal componente do veneno responsavel por este efeito
se pensa que seja a Jararagina, a qual, causa intensa hemorragia local inibindo a
agregacao plaquetaria in vitro e também contribui no desenvolvimento da hemorragia
sistémica in vivo (Kamiguti ef al., 1991). Esta enzima nao ¢ inibida por inibidores de
proteinases plasmaticas, incluindo a a2-macroglobulina (Kamiguti et al., 1996b).

A Jararagina (E.C. 3.4.24.73), ¢ uma hemorragina que inibe a agregacao
plaquetaria por bloqueio da ligagdao do colageno a integrina plaquetaria a231. Esta
enzima ¢ uma zinco-metaloprotease hemorragica de alta massa molecular (47 kDa),
da classe P-III, com 421 aminoacidos, na proteina madura apos a modificagdao pds-
traducional (Paine et al., 1992). Pertence a familia metaloprotease, e a subfamilia
reprolisina, com atividade catalitica hidrolase do tipo endopeptidase dependente do
zinco (Bjarnason & Fox, 1994). O ¢cDNA que codifica a Jararagina foi clonado e

seqiienciado por Paine et al, (1992). Esta enzima tem uma seqiiéncia conservada
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ECD no seu dominio tipo desintegrina, préximo a regido aonde ¢ encontrada a
seqiiéncia RGD, das verdadeiras desintegrinas.

A Jararagina pode interferir com a funcdo plaquetaria em duas formas,
por degradacdo dos diferentes receptores plaquetdrios e proteinas adesivas
envolvidas na hemostasia; e por interferéncia ndo enzimatica (mediada pelo dominio
desintegrina) com a fun¢do de receptores da adesdo plaquetaria (Kamiguti et al.,
1996").

Moura da Silva et al., (2003), determinaram que formas alternativas de
Jararagina sdo secretadas pela glandula venenifera. Uma das formas ¢
proteoliticamente estavel (que se apresenta no veneno na forma da Jararagina) e
outra, proteoliticamente instavel, que ¢ processada rapidamente no veneno
produzindo a Jararagina C. Uma terceira forma ¢ refratdria a proteolise in vivo e
autdlise in vitro. Estes autores demonstraram também, que o processamento das
svMPs P-IIl ¢ variavel, o que ¢é consistente com variacdes intra-espécies de

metaloproteases observadas em venenos de diferentes especimenes de B. jararaca.

1.3.1. Estrutura Multi-Modular da Jararagina

Segundo Paine et al, (1992) a Jararagina tem uma estrutura
multidominios, como representada na Figura 5. Estes dominios sdo:
o Peptideo sinal. este peptideo tem como fungdo dirigir a proteina para sua
localizagao subcelular ou secrecao (Shah ef al., 2000).
e Pro-dominio: Consiste em uma regido com residuos de aminoacidos
altamente conservados, que regula a atividade enzimatica através da interagdo

entre a sulfidrila do residuo Cys, do motivo PKMCGVTQ das svMPs, com o
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zinco presente no sitio ativo. Esta interacao resulta na inativacdo do dominio
catalitico, um mecanismo chamado “Cysteine Switch”, similar ao proposto
para as MMPs e encontra-se no precursor protéico ndo processado. Esta
regido permite que as metaloproteases sejam armazenadas na forma de
zimogénios inativos para evitar sua autodigestdo. (Grams et al., 1993).
Dominio central catalitico: é constantemente esférico ou dipsoéide, e partido
pela fenda de liga¢do de substrato. Ao fundo dessa fenda encontra-se o zinco,
que se liga ao dominio metaloprotease através do motivo conservado
HEXXHXXGXXHD...M, e perto deste, a seqiiéncia consenso CIMXP
(DeClerck, 2000). Peptideos ciclicos com o motivo RKK baseados na
seqiiéncia deste dominio ligam fortemente ao dominio a2l da integrina a2f31,
sendo um potente inhibidor de sua interagdo com colageno tipo I e IV e
laminina-1 (Ivaska et al., 1999).

Dominio tipo desintegrina: com a seqiiéncia ECD substituindo a seqiiéncia
RGD tipica das desintegrinas (Bjarnason & Fox, 1994), esta associado com a
especificidade das svMPs por integrinas (Zhou et al., 1995; Jia et al., 2000).
Dominio C-terminal rico em cisteinas: com alta densidade de residuos de
cisteina, sendo relacionado com a inibi¢do da agregacao plaquetaria, induzida
por colageno (Jia er al, 2000). Peptideos baseados na seqiiéncia deste
dominio inibem a interacdo de plaquetas e celulas a2B1-K562 ao colageno,
confirmando o papel deste dominio na interagdo de P-/I/ svMPs com a

funcdo da integrina o231 (Kamiguti et al., 2003).

22



Introducdo

ATRPKGAVQPKYEDAMQYEFKVNGEPVVLHLEKNKGLFSKDYSEIHYSPDGREITTYPPVEDHCYYH
RIENDADSTASISACNGLKGYFKLOQRETYFIEPLKLPDSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQNWKS
PR CE{FN RV EQORYDPYKY IEFFVVVDQGVTKNNGDLDKIKARMYELANIVNEIFRYLYMHVA
LVGLEIWSNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHPK
RSVGIVQDYSPINLVVAVIMAHEGHNLGIHHDTGSCSCGDYPCIMGPTISNEPSKFFSNCSYIQCWDF
IMNHNPECIINEPLGTDIISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCQONECCDAATCKLKSGSQCGHGDCCE
QCKFSKSGTECRASMSECDPAEHCTGQSSECPADVFHK

l Pro-dominio |:| Dominio metaloprotease
|:| Dominio Desintegrina |:| Dominio rico em cisteina

Figura 5. Seqiiéncia de aminoacidos da jararagina (Paine et al., 1992).

1.3.2. A Jararagina Interfere com a Hemostasia

A Jararagina contribui a hemorragia sistémica do envenenamento porque
ndo ¢ inibida efetivamente pelos inibidores de proteinase plasmaticos como a o.2-
macroglobulina (Kamiguti et al, 1994); e porque degrada proteoliticamente o
receptor plaquetario de coldgeno, a integrina o2B1 (Kamiguti, et al., 1995%), € o
ligante adesivo, o VWF (Kamiguti er al, 1995°). A atividade colagenase desta
proteina é excluida como mecanismo de inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida
por colageno, ja que, esta enzima degrada seletivamente colageno tipo IV ndo fibrilar
(Maruyama et al., 1992), o qual ndo ¢ usado em estudos de agregacdo plaquetaria
(Kamiguti et al., 1996").

Os principais receptores plaquetdrios para ligantes macromoleculares
envolvidos na adesdo e agregacao sdo: a GP Ib (receptor de trombina ¢ de vWF), a
integrina allbPB3 (receptor de fibrinogénio e de varios outros ligantes contendo a
seqiiéncia RGD), a integrina a2B1 (receptor de colageno, Figura 6) e a GP IV

(receptor de trombospondina). Em plaquetas tratadas com Jararagina nenhuma
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alteragdo da GPIb, nem da GP IV foi detectada (Kamiguti ef al., 1995%). A integrina
allbB3 liga ao fibrinogénio secundariamente a ativacdo da integrina plaquetéria
a2B1. A ollbB3 também permanece estrutural e funcionalmente inalterada em
plaquetas tratadas com Jararagina (Kamiguti et al., 1995* ), permitindo que a
agregacao plaquetaria dependente de coldgeno, mediada por esta integrina,
permaneca preservada. Em contraste, a expressdo da integrina a2f1 em plaquetas
tratadas com Jararagina, foi marcadamente reduzida. Isto explica a resposta alterada
das plaquetas ao coldgeno e sustenta o papel vital desta integrina na interagdo
plaquetas—colageno (Kamiguti ef al., 1996°). A deficiéncia congénita deste receptor

tem manifestagcdes hemorragicas (Nieuwenhuis et al., 1985).

1.3.2.1. Inibidor da adesdo e agregacdo das plaquetas in vitro

A adesdao das plaquetas aos vasos sanguineos danificados envolve a
adesdo de glicoproteinas (GP) da membrana plaquetaria, a componentes da MEC,
tais como: a uniao do complexo GPIb/IX ao vWF, e da integrina a231 ao coldgeno
tipo I (Weiss, 1995). Ambos o VWF ¢ a sub-unidade a2 da integrina o231, contém
um dominio tipo A conservado de ~200 residuos de aminoacidos (Sadler, 1991).

A Jararagina ¢ um inibidor da agrega¢do e adesdo plaquetaria induzida
pelo colageno (Kamiguti et al., 1995%). O mecanismo de inibi¢do destas atividades,
pela acao da Jararagina, ¢ através da ligacdo especifica da enzima a integrina
plaquetaria a2p1, que ¢ o principal receptor plaquetario para colageno tipo I
(Emsley, et al., 2000). Kamiguti et al., (1996%), propuseram que a Jararagina liga-se a
subunidade a2, através do seu dominio tipo desintegrina, ligando-se especificamente

ao dominio I da sub-unidade a2 da a2f1. Esta unido ¢ seguida pela protedlise da
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cadeia B1, que acontece diretamente sobre a superficie da célula, pela a¢ao do
dominio metaloprotease. SO a integrina a2f1 intacta encontrada na superficie da
plaqueta ¢ susceptivel a interagdo com a Jararagina. A proteolise desta integrina
resulta na perda irreversivel da sua conformagdo nativa, que € necessaria para a
ligacdo de alta afinidade desta molécula com seus ligantes macromoleculares. Deste
modo, a acdo proteolitica da jararagina sobre este receptor, interfere em todos os
processos de sinalizagdo intracelular, dependentes de coldgeno, que sao mediados

através da o231 (Kamiguti et al., 1997).

«l domain,

B I-like
| domain

Figura 6. Estrutura da integrina o231 (Heino, J., 2000).

Os eventos de sinalizagdo na estimulacdo das plaquetas por colageno
incluem: a fosforilagdo tipo tirosina da cadeia y FcR (Fc Receptor), da p72%*
(Protein 72 Serin-Tirosin Kinase) e da PLCy2 (Fosfolipase C-y2), que resulta na
ativacao destas proteinas. (Fujii ef al, 1994). Estes processos sdo dependentes

principalmente da integrina a2l (Emsley et al., 2000). Achados de que as p72%*
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nao podem ser fosforiladas em auséncia de qualquer dos dois receptores, a a231 ou a
GP VI, sugere que, a cooperagdo entre estes dois receptores ¢ necessdria para a
sinalizacdo induzida pelo colageno (Ichinoche et al., 1997).

A sub-unidade Bl estd envolvida na fosforilagio e ativagio da p72%*
induzida pelo colageno, e, o efeito proteolitico da Jararagina sobre esta cadeia
interfere principalmente com a fosforilagdo desta proteina, enfraquecendo a
sinalizacdo intracelular dependente deste componente da matriz extracelular

(Kamiguti et al., 1997).

1.3.2.2. Potenciador da atividade fibrinolitica do plasma

Os PAs (Plasminogen Activators) sdo serinoproteinases, que convertem o
plasminogénio em plasmina, causando a degradacdo do seu substrato natural a
fibrina, disparando o processo fibrinolitico (Collen ef al., 1980). Existem dois tipos
de PAs, o tPA (Tissue-type Plasminogen Activator) ¢ o uTA (Urokinase-type
Plasminogen Activator). Tem-se demonstrado que a Jararagina aumenta a atividade
fibrinolitica in vitro do plasma humano e de outros animais, aumentando a atividade
do tPA, pela dissociagdo do complexo do tPA com o seu inibidor PA1-I (type 1
Plasminogen Activator Inhibitor). Esta svMP, também, diminui a atividade do a2-PI
(a2-Plasmin Inhibitor) no plasma, dose e tempo-dependente (Sugiki et al., 1995). O
a2-PI pertence a superfamilia SERPINs (Serine Proteases Inhibitors), e rapidamente
inativa a plasmina (Holmes et al.,, 1987). O incremento da atividade da plasmina no
plasma causado pela Jararagina sugere que a a2-PI plasmatica pode ser inativada e

degradada pela agao desta enzima (Sugiki ef al., 1995).

26



Introducdo

1.3.2.3. Degradacdo de fibrinogénio pela jararagina

A maioria das metaloproteases sao a-fibrinogenases. A molécula de
fibrinogénio (330 kDa) ¢ um dimero composto de trés pares de cadeias unidas por
pontes disulfeto, chamadas de cadeia Aa, BB e y (Doolittle, 1984). O fibrinogénio
funciona como um ligante na agregacao plaquetaria e um substrato para a trombina
na coagulacdo sanguinea. A estimulagdo de plaquetas com ADP, adrenalina ou
trombina, permite a ligagdo do fibrinogénio e a agregacdo plaquetaria, pela alteracao
da conformagdo da integrina allbPB3. Esta ligacdo, ativa a allbp3 através de dois
sitios especificos. Um contendo duas seqiiéncias RGD na cadeia Ao e outro um
dodecapetideo C-terminal da cadeia y (Hawiger et al, 1982). A agregacao
plaquetaria dependente de fibrinogénio em resposta ao ADP, ndo ¢ afetada pela
Jararagina, ja que esta MP cliva ao fibrinogénio na por¢ao C-terminal da cadeia Aa,
resultando na remog¢do de um fragmento contendo uma das seqiiéncias RGD, sem
mudangas nas cadeias BP e y. A molécula de fibrinogénio restante permanece
funcional na agregacdo plaquetaria em resposta a ADP ou adrenalina (Kamiguti et
al., 1994). Isto indica que, o dodecapeptideo C-terminal da cadeia y, ¢ de fato o
principal sitio de ligacdo do fibrinogénio as plaquetas (Kloczewiak et al., 1984;
Kamiguti et al., 1996%). Porém, este fibrinogénio foi coagulavel pela trombina,
depois da protedlise da cadeia Aa pela Jararagina, mas, a polimerizagdo da fibrina
formada a partir deste foi defeituosa (Kamiguti et al., 1994). Estes achados indicam a
perda de um sitio de polimerizagdo na regido C-terminal da cadeia Aa. Em
conclusdo, a Jararagina ¢ uma o-fibrinogenase, mas, esta atividade nao ¢é responsavel
pelo efeito inibitério de plaquetas por esta enzima. A Unica conseqiiéncia de tal

atividade fibrinogenolitica, que contribui a hemostasia defeituosa, ¢ a anormal
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polimerizacao da fibrina observada em fibrinogénio passado a fibrina pela trombina e

tratado com Jararagina.

1.3.2.4. Protedlise do vVWF pela jararagina

O Fator de von Willebran (VWF) tem um papel fundamental na
hemostasia apds a injuria vascular, primeiro ligando-se ao subendotelio, e depois ao
receptor plaquetario GPIb (Weiss et al., 1986). Esta reacdo ¢ o evento primario na
formagdo do tampao hemostatico. No plasma, o VWF ¢ encontrado na forma de
multimeros ligados por pontes disulfeto (Ruggeri e Ware, 1992). Reduzido, o vWF ¢
uma proteina de cadeia simples de 225 kDa e de 2050 aminoacidos. Cada subunidade
de vWF nativo contem um dominio Val**’ — Lis™*® (responsavel pela ligacdo do vVWF
a GPIb induzida por ristocetina) e um sitio de ligacdo para a integrina plaquetaria
alIbp3, contendo a seqiiéncia RGD '7* — '7*7 (Titani ez al., 1986).

A Jararagina cliva a subunidade vWF na metade N-terminal da molécula,
dando origem a varios fragmentos. O tratamento de plasma rico em plaquetas com
esta syMP, também inibe a resposta das plaquetas a ristocetina. E possivel, que a
Jararagina clive uma parte da molécula vWF, o dominio Al, o qual contem o sitio
responsavel pela ligagdo do vWF a GPIb plaquetaria. A clivagem do vWF pela
Jararagina e, provavelmente, por outras enzimas do veneno de Bothrops jararaca,
contribuem ao processo de hemorragia caracteristico de pacientes com
envenenamento. A protedlise de vWF, induzida pela Jararagina, junto com seus
efeitos sobre a interagdo plaquetas—colageno, prejudicam a coagulagdo, que quando
unidos a coagulopatia de consumo, podem implicar risco de vida (Kamiguti et al.,

1996%).
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1.3.3 Acdo Sobre Componentes da Matriz Extracelular

A Jararagina degrada seletivamente coldgeno tipo IV (Mayurama et al.,
1992).

A integrina a2P1 liga-se ao coldgeno e também estd implicada com a
reorganizagdo ¢ contragdo de fibras de colageno, o qual é importante para o processo
de cicatrizagao dos tecidos (Schiro et al., 1991) e a angiogénese (Senger et al., 1997).
A inibicdo da integrina o231 pela Jararagina, pode inibir a angiogénese (ainda que, a
mesma protedlise do tecido conectivo, pela atividade catalitica da toxina possa
aumentar a angiogénese) (Moura-da-Silva et al, 2001). A ativagdo do gene da
Colagenase-1 ou MMP-1 (Matriz Metaloprotease-1) ¢ dependente da integrina o231
(Riikonen et al., 1995), mas também, outras colagenases sdao induzidas por sinais
gerados depois da interacdo coldgeno/a2f31 (Hornebeck et al., 2002) (Figura 7). A
regulacdo de MMPs mediada por integrinas pode ser importante na migracao celular,

como por exemplo, durante o processo de cicatrizacdo e a invasdo de células

cancerigenas (Schiro, et al., 1991; Huhtala et al., 1995; Chintala et al., 1996).
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Figura 7. Interacdo colagenos(s)-célula e colagendlise ETAPA I: (1) colageno tipo I interage com as
integrinas e provoca sua dimerizacdo e ativagdo; (2) Esta interacdo induz a expressdo das MMP-1 e
MT1-MMP; (3) a ligagdo da MMP-1 a integrina a231 favorece sua ativagdo enzimatica; (4) clivagem
do colageno fibrilar. ETAPA II: (1) coladgeno desnaturado expde um sitio criptico reconhecido pela
integrina aVP3; (2) incremento da MT1-MMP na membrana plasmatica, pela ativagdo do proMMP-
2, via formagdo do complexo (MT1-MMP/TIMP-2/proMMP-2) com a participacdo da MT1-MMP,
isto favorece o processamento final da enzima MMP-2, que degrada tanto colageno desnaturado
quanto o colageno fibrilar tipo I. Colagenodlises do colageno tipo I pericelular induzida em células de
melanoma altamente invasivo. A participagdo da MMP-1 e MMP-2 ativas, na formagdo destas
cavidades (C) foram demonstradas. Neste modelo a colagenodlise pdode ser inibida pela inibi¢do das
integrinas tipo 1 e B3, com anticorpos especificos (William Hornebeck et al, 2002).

1.3.4. A¢ao Sobre Outras Células ndo Plaquetarias

Fibroblastos crescidos em contacto com coldgeno fibrilar tipo I, adquirem
caracteristicas fenotipicas especificas. A ligagdo de colageno ao receptor a231 dos
fibroblastos, medeia a reorganizacdo e contragdo da matriz de coldgeno e ¢
responsavel pela indugdo da sintese da MMP-1 (Mauch et al, 1989), ativacao da pro-
MMP-2 (Seltzer et al, 1994) e aumento da expressao de MT1-MMP, assim como a
sintese do proprio receptor (Zigrino et al, 2002). Fibroblastos crescidos sobre
camadas de Jararagina evidenciam mudangas morfoldgicas (semelhantes as

observadas quando crescidos sobre camadas de colageno tipo I), inducdo da MT-1
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MMP ¢ MMP-1, ¢ altos niveis de transcricdo da subunidade o2. Estes resultados
sugerem que a Jararagina age mimetizando o coldgeno fibrilar, sobre a a2pl,
ativando a transdug¢ao de sinais em fibroblastos (Zigrino et al, 2002).

A exposicao das células MPACs (Murin Peritoneal Adherent Cells) a
Jararagina, estimula inicialmente (ap6s de 4 horas), a producdo de mediadores
imunes de amplo espectro como: o TNF-a, a IL-1B (InterLeukin-1B), ¢ a IL-6
(InterLeukin-6). A toxina nativa, também estimula a subseqiiente degradacao das
citoquinas produzidas por clivagem proteolitica. O TNF-a e a IL-6 foram
rapidamente degradadas, enquanto que a atividade sobre a IL-1B foi minima (Clissa
et al., 2001). A suscetibilidade do TNF-a e da IL-6 ao efeito catalitico da Jararagina,
ndo ¢ claro, mas, parece provavel que tenha correlacio com a presenca de pontes
disulfeto, presentes no TNF-a e na IL-6 (Callard e Gearing, 1994) e ausentes na IL-
1B. Possivelmente, as pontes disulfeto geram caracteristicas estruturais, que expoem
residuos hidrofobicos na superficie das moléculas e que sdo necessarios para a
atividade proteolitica da Jararagina. Deste modo, a Jararagina na sua forma nativa
pode atuar como ativador do mecanismo enddgeno da resposta inflamatoéria (Moura-
da-Silva et al.,1996), induzindo a producao de citoquinas pela estimulagdo de células
inflamatorias (Clissa et al., 2001).

A Jararagina reconhece a integrina a2f1 em células endoteliais, em
diferentes linhagens e com alta seletividade. A jararagina mostrou alta afinidade so
com células expressando a integrina a2f31, tais como as HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cell), ECV-304 (Variant of T-24 Cancer Cell), que sdo células que
tém o mesmo padrao de expressdo superficial de integrinas que as células endoteliais,

e as K562-a2B1 (células a2P1 transfectadas). A interacdo destas células com o
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colageno foi diminuida pela a¢do da Jararagina. Em células endoteliais, esta svMP
interage com suas integrinas tipo a2f31, inibindo a ligagdo destas células & membrana
basal vascular (Moura-da-Silva et al., 2001). A Jararagina induz a quebra das células
do endotélio vascular in vivo (Kamiguti ef al., 1994), mas, ndo interage com outras
integrinas contendo o dominio I, como a integrina aMfB2 (Moura-da-Silva et al.,
2001).

A atividade proteolitica da Jararagina induz o influxo de neutroéfilos
subcutaneos, pela unido direta com os macréfagos teciduais € os mondcitos
sanguineos (Costa et al., 2002), através de um sitio de unido ndo caracterizado. A
unido da a2P1 ao colageno possui um papel muito importante na migracdo de
neutrofilos, sendo expressa rapidamente apds a diapedese dessas células (Werr ef al.,
2000). A expressao da integrina o231 na superficie celular requer da sinalizagdo
associada de sinais gerados por fatores quimiotaticos, junto com a sinalizagdo gerada
pela ligacdo de substratos de adesdo, como o coldgeno e a laminina (Werr et al.,
2000). As integrinas sdo rapidamente expressas em células migrantes, através de
mecanismos mediados pelas integrinas 2 (Berton e Lowell, 1999). A interacio
colageno via a2B1 pode servir para promover a migragao de neutrofilos (Werr et al.,
2000). Isto, pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias no tratamento de
doengas inflamatorias através do uso de antagonistas da integrina o231, como a
Jararagina.

Em células cancerigenas de melanoma humano Human Skmel-28, em
cultura, a Jararagina foi efetiva na diminui¢do das propriedades de adesdo em placa a
fibronectina, a laminina, ao colageno tipo I e a gelatina. Foi observada promoc¢ao de

mudang¢as na morfologia destas células e nas suas propriedades bioldgicas. Estes
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efeitos foram dose e tempo-dependentes, resultando em um aumento de células
mortas ¢ diminui¢do da viabilidade das mesmas. Neste estudo, o efeito da Jararagina
inativa (com 1,10 fenantroline) teve efeitos maiores, no nimero de células mortas e
na diminui¢do da viabilidade das mesmas, quando comparadas com a enzima ativa.
Este efeito, possivelmente aconteca porque as proteinas induzidas, que potencializam
os efeitos sobre a viabilidade celular, sdo degradadas pela Jararagina ativa, mas nao
pela enzima com o dominio metaloprotease inativo, o que faz que as proteinas nao
degradadas aumentem a toxicidade desta proteina inativa (Corréa et al., 2002). A
ligacdo da toxina tem um efeito inibitorio, estatisticamente significativo, sobre a
invasdo celular, particularmente em células tratadas com a Jararagina ativa (Corréa et
al., 2002).

O tratamento com Jararagina causou uma redugao significativa do nimero
de metéstase pulmonar de camundongos AIRmin (Corréa et al., 2002). A habilidade
desta enzima para diminuir o nimero de casos de metastase in vivo, aponta para um

potencial uso desta toxina neste campo.

1.3.5. Outras Atividades Enzimaticas

A Jararagina pode processar o TNF-o (Tumoral Necrosis Factor-a)
recombinante a partir de seu precursor pro-TNFa, liberando a forma ativa deste
fator, através da clivagem na posicdo entre os residuos Ala’® e Val”’, de um jeito
andlogo a ADAM-17 (A Desintegrina A Metaloprotease) ou TACE (TNF-a

Converting Enzyme) (Moura-da-Silva et al., 1999).
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Outra atividade enzimatica descrita para a Jararagina ¢ a geracdo de
peptideos tipo angiostatina (inibidor endégeno da angiogénese), produzidos apartir
da digestao in vitro do plasminogénio (Ho et al., 2002).

Desta forma, a Jararagina vem sendo utilizada como metaloprotease
modelo para estudos de biologia celular e molecular. A sua estrutura cristalografica
foi parcialmente resolvida (somente o dominio catalitico por Souza et al., (2001) ).

Para contribuir com a compresdo do mecanismo de agdo desta toxina,
pensou-se em produzir a Jararagina recombinante, com os dominios separadamente,
para estudar os efeitos produzidos isoladamente. Além disso, pouco se sabe sobre o
efeito das modificagdes pds-traducionais, em especial, a glicosilagdo, nos efeitos

desta imporante metaloprotease de veneno de serpente.
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1.4 GLICOSILACAO

Muitas proteinas, particularmente em células eucaridticas, sdo
modificadas pela adi¢do de carboidratos, em um processo chamado de glicosilacao.
Glicosilagdo e processamento de oligossacarideos, possuem um papel indispensavel
na distribuicdo e enderecamento de proteinas para seu apropriado destino celular

(Varki, 1993).

Geralmente, as glicoproteinas sdo secretadas ou localizadas na superficie
da célula, embora, algumas proteinas nucleares e citosolicas também sejam
glicosiladas (Kornfeld e Kornfeld, 1985). As glicoproteinas podem ser N- ou O-
glicosiladas, dependendo do tipo de ligacdo do carboidrato a cadeia lateral do
aminoacido, sendo glicosilacdo do tipo N, quando o carboidrato se liga ao 4&tomo de
nitrogénio da cadeia lateral da asparagina; e O-glicosilagdo, quando o carboidrato se

liga ao 4tomo de oxigénio de cadeia lateral da treonina ou da serina (Kobata, 1992).

As N-glicoproteinas sdo formadas no reticulo endoplasmatico e
posteriormente  processadas no aparato de Golgi. A sintese do seu motivo de
carboidrato acontece em quatro etapas (Kornfeld e Kornfeld, 1985) (Figura 8):

e Sintese de um oligossacarideo precursor ligado a um lipideo. O lipideo neste
processo € o dolicol, o qual, esta ligado ao oligossacarideo precursor, através
de uma ponte piro-fosfato. A via de sintese do oligossacarideo envolve adigdo
de unidades de monossacarideos a um glicolipideo por especificas
glicosiltransferases, para formar um oligossacarideo conservado de 14

acucares, o (N-acetilglicosamina), (manose)y (glicose);. O dolicol com o
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oligossacarideo, aparentemente, estdo ancorados na membrana do reticulo

endoplasmatico.

Endoplasmic reticulum

. o-glucosidase | &I

Protein folding
Glucosyl- on/off calnexin
transferase

Figura 8. Processo de Glicosilagio. Fase inicial de adigdo do oligossacarideo formando o
‘nicleo’conservado no Reticulo Endoplasmatico e a fase final de adi¢do e remogdo de outros residuos
de carboidratos no Complexo de Golgi (Kornfeld e Kornfeld, 1985).

o Transferéncia do oligossacarideo precursor ao grupo amino de
uma Asn, de uma cadeia de aminodcidos em crescimento. Esta
adicdo acontece em uma seqiiéncia especifica, o motivo N-X-S/T,
sendo X, qualquer aminoacido, exceto prolina, glutamato ou
aspartato. Somente uma terceira parte destes potenciais sitios de
glicosilagdo nas proteinas eucaridticas estdo efetivamente N-
glicosiladas. A aplicacdo de algoritmos de predicao de estruturas
as seqiiéncias de aminodcidos, contornando conhecidos sitios de
N-glicosilagao, sugerem que estes sitios acontecem em [3-giros nos

quais o nitrogénio, da cadeia lateral do Asn, estd formando uma
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ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do grupo hidroxila da
Ser/Tre. Isto explica porque a Pro ndo pode ocupar a posi¢ao X, ja
que, poderia prevenir que o motivo N-X-S/T, assuma a putativa
conformacao requerida para a formagao da ligacdo de hidrogénio.
Esta ultima explicagdo também se aplica a exce¢do para os
aminodcidos acidos.

e Remogdo de alguns agucares no oligossacarideo precursor. Apos
uma modificacdo o glicoconjugado passa para o complexo de
Golgi, aonde s3o removidos acucares do oligossacarideo, em
reacOes catalisadas por glicosiltransferases.

o Adi¢cdo de residuos de acucares ao nucleo do oligossacarideo
remanescente.

As vantagens bioldgicas da adicao de oligossacarideos as proteinas nao
estdo completamente elucidadas. Os residuos muito hidrofilicos de carboidratos,
alteram a polaridade e solubilidade das proteinas as quais estdo conjugados. No
complexo de Golgi, a cadeia de oligossacarideo adicionada a recém sintetizada
proteina, pode influenciar a seqiiéncia de eventos do enovelamento que
determinaram a estrutura terciaria da proteina. Interagdes estéricas entre peptideos,
podem precluir uma rota de enovelamento, favorecendo outra. Quando numerosos
oligossacarideos, negativamente carregados, se ligam a uma proteina, as cargas de
repulsdo entre eles favorece a formagdo de uma estrutura estendida nesta regido. A
carga fortemente negativa da cadeia oligossacaridea também protege algumas

proteinas do ataque por enzimas proteoliticas (Opdenakker et al., 1993).
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Além dos efeitos fisicos globais sobre a estrutura da proteina, estdo os
efeitos bioldgicos especificos das cadeias de oligossacarideos nas glicoproteinas. Os
residuos de acido sialico, situados no final da cadeia de oligossacarideo de muitas
proteinas, protegem contra a degradacdo no figado. No caso da ceruloplasmina, uma
proteina transportadora com varias cadeias de oligossacarideos terminadas em acido
sidlico, a remog¢do destes residuos pela enzima sialidase ¢ uma forma do corpo
marcar as proteinas velhas para sua destruicdo e substituicdo. Alguns hormonios
peptideos, que circulam no sangue, tem motivos de oligossacarideos que influenciam
seu tempo de vida na circulacdo. Muitos virus animais, incluindo o virus da
Influenza, aderem a célula hospedeira através das interagdes com oligossacarideos
localizados na superficie celular (Sharon e Lis, 1993; Gahmberg e Toluanen, 1996).

Como descrito anteriormente ndo se conhece o padrio de glicosilagao
nem o papel dos glicanos ligados a Jararagina, na sua atividade. Desta forma, a
produgdo da Jararagina recombinante pode trazer uma contribui¢do significativa

nesta area.
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2. OBJETIVOS

Elucidar possiveis elementos responsaveis pela atividade hemorragica da
jararagina, usando a proteina nativa e modificada in vitro, assim como a
proteina expressa em bactéria, para a realizagdo de ensaios hemorragicos e
proteoliticos.

Subclonar, expressar em Escherichia coli, purificar e re-enovelar o dominio
catalitico-metaloprotease da Jararagina.

Determinar a atividade catalitica direta da proteina recombinante do dominio
catalitico da jararagina (rCDJARA) sobre diferentes substratos (colagenos

tipo I, tipo IV, fibronectina, gelatina e fibrinogénio).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAILS

3.1.1. cDNA e Plasmideos

O cDNA molde da Jararagina completa (Gene Bank No. de Acesso
X68251) foi isolado desde coldnias bacterianas recombinantes de Escherichia coli
BL21(DE3) com o vetor PEZZ18 que contem o inserto do DNA codificante para a
proteina Jararagina completa, este clone foi denominado PEZZ18JARA.

Para a subclonagem foram utilizadas col6nias altamente competentes de
linhagens de E.coli TOPO 10 (linhagem para clonagem com White/Blue screening
sem IPTG), DH5a (linhagem para clonagem) e BL21 (DE3) (linhagem de
expressio), mantidas em estoque de glicerol a — 80 °C.

Como vetor de clonagem foi usado o pCR 2.1 TOPO da Invitrogen, um
sistema altamente eficiente para inser¢do direta do produto de PCR em um vetor
plasmidial “ativado” (com uma 3’ timidina ancorada), através de uma reacdo
catalisada pela enzima topoisomerase I, sem requerer ligases ou procedimentos pos-
PCR (Figura 9). Este vetor tem na sua seqiiéncia sitios para diversas enzimas de

restricdo o que facilita a passagem para vetores de expressao (Figura 10).
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Figura 9. Ligacdo do inserto ao vetor de clonagem pCR 2.1 TOPO ativado com 3’timidina ancorada.
Esta reacdo é mediada pela enzima topoisomerase I (Manual de instrugdes TOPO TA Cloning —

Invitrogen).

Como vetor de expressdo foi usado o sistema pET28a da Novagene, com
promotor T7 (que permite a transcri¢do pela T7 RNA polimerase), sitios de multipla
clonagem para diversas enzimas de restri¢cao, (BamHI e Xhol, entre outras) e com a
seqiiéncia His-Tag que se liga a resinas de quelagcdo de metais, o que permite a facil
purificagdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade. Outra
caracteristica deste vetor ¢ a presenca de um sitio de clivagem especifico para a
trombina humana. Este vetor permite a produgdo de proteinas recombinantes como

produto de fusdo com um peptideo N-terminal rico em His (Figura 11 e 12).

Topoisomerase

| ;)H
CCCTT YA\AGGG
GGCARN PCR Product RTCCC
"%
~ . o,
Tyr-274§ M

Topoisomerase
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EcoR W Bsix | Nar | Xhal MEf | Xba | Apa |
| | | | |1 |
4
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/

Figura 10. Esquema do vetor de clonagem pCR 2.1 TOPO mostrando em énfase a regido de clonagem

(Manual de instru¢des TOPO TA Cloning — Invitrogen).
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Figura 11.Esquema do vetor de expressdo pET28a (Manual de Instru¢cdes pET Cloning — Novagen).
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T7 terminator primer #69337-2

pET-28a-c(+) cloning/expression region

Figura 12. Seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos da regido de expressdo e clonagem do Vetor de
expressdo pET 28a (Manual de Instrugdes pET Cloning — Novagen).
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3.1.2. Oligonucleotideos Iniciadores

2

Os “Primers” foram desenhados a partir da seqiiéncia do dominio

catalitico da Jararagina e sintetizados pela Invitrogen, sendo:

e Jara F (Primer Forward):
5'-CGC-GGATCC-GAACAACAAAGATATGAC-3’, correspondente  a
seqiiéncia da regido de DNA que limita o extremo 5’ da fita molde do
dominio catalitico. Na extremidade 5’do primer foi adicionado sitio de
restrigdo para BamHI.

e Jara R (Primer Reverse):

5'-TCC-AAGCTT-TTA-CACCTCCAAAAGTTC ATT-3’; correspondente a
seqiiéncia complementar da regido de DNA que limita o extremo 3’ da fita
molde do dominio catalitico. Na extremidade 5’do primer foi adicionado um

sitio de restricdo para Hindlll e um ‘stop’codon.

3.1.3. Anticorpos

e Anti—jararagina: anticorpo de origem policlonal obtido pela imunizagao de

camundongos utilizando a Jararagina nativa.

e Anti- IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Sigma).

3.1.4. Animais

Os experimentos envolvendo animais foram realizados com camundongos

machos albinos, pesando entre 22 e 25 gramas, criados e mantidos pelo Biotério
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Central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Os experimentos foram
realizados no Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologia da UFSCar. Todos os

animais foram mantidos em dieta de racdo e agua ad libitum.

3.1.5 Outros Reagentes

e Enzimas de restri¢ao: BamHI, EcoRV, Hindlll e Xhol da Invitrogen.

e Enzima T4 DNA ligase e reagentes da PCR da Gibco.

e Padrdes de massa molecular: Hihg DNA Mass Ladder, Low DNA Mass
Ladder e Benchmark Protein Ladder da Invitrogen.

e Reagente de isolamento e purificagdo de plasmidios: Wizard Plus Minipreps
DNA Purification System da Promega.

e Reagentes para a purificagdo de DNA: DNA Purification Kit da BioRad e
MicroSpin S-200 HR Columns da Amershan Bioscience.

e Reagente para dosagem de proteinas: BioRad Protein Assay, Nitroblue
tetrazolium chloride (NBT) e 5-bromo-4 chloro-3 indolyl phosphate (BCIP),
peptide-N-glycosidase F (PNGase F) da BioRad.

e Reagente para dosagem de uréia: Kit Labtest Diagnostica da Labtest
Diagnostica.

e Isopropil tio-B-D-galactopiranosido (IPTG), Imidazol, DNase I, RNase A ,
hidrocloridrato de guanidinina e Fibrinogénio bovino da Sigma

e Uréia da Promega.
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Membranas: Membrana de nitrocelulose — Hybon—C da Amershan
Biosciences; Membrana Immobilon PVDF e Filtro Millex -GS 0,22 um e
0,45 um da Millipore; Diaflo-Ultrafiltration Membranes da Amicon.

Material para cromatografia: Resina Ni-NTA da Quiagen.

Fibronectina humana e Colageno tipo IV da Invitrogen.

Colageno tipo I in 0,1% de 4cido acético foi isolado de serosa de pericardio
bovino.

Jararagina nativa foi purificada a partir do veneno de Bothrops jararaca
como previamente descrito (Paine et al., 1992).

Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1.6. Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: GeneAmp PCR system 2400

da Perkin-Elmer, Centricon-3 e Centripep-10 da Amicon, Stirred Ultrafiltration Cells

da Amicon, Camera Kodac DC120, ScanJet Scanner Hewlet Packard, Orbital Shaker

da Forma Scientific, White/2UV Transiluminator da UVP, Fluorimetro Hitachi F-

2000, ABI Prism 377 DNA Sequencer da Perkin Elmer, Centrifuga Sorvall da

Eppendorf, Espectrofotometro e Coletor de Fragdes da Amershan Biosciences.

3.1.7. Linhagens de E.coli

DH5a: F" ¢80dlacZAM15 A(lacZY A"arg’F) U169 deoR recAl end Al
hsdR 17 (1’ my') phoA supE44) " thi-1 gyrA96 relAl (Gibco).

B121 (DE3): F ompT hsdSg (rg” mg") gal dem (DE3) (Novagen).
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3.2. METODOS

3.2.1. Amplificacao do cDNA do Dominio Catalitico da

Jararagina

O DNA que codifica para a Jararagina completa foi obtido a partir da
colonia recombinante E.coli BL21(DE3) PEZZ18JARA, previamente descrita. Das
colonias recombinantes foram isolados e purificados os plasmideos. A partir deste
produto, se gerou a seqiiéncia codificante para o Dominio Catalitico da Jararagina
(CDJARA), através da técnica do PCR, com oligonucleotideos iniciadores

especificos (Jara R e¢ Jara F) para o dominio metaloprotease, sintetizados pela

invitrogen. O protocolo seguido para a reacao de PCR foi a seguinte:

Tabela 1. Protocolo de reacao de amplificacdo da regido correspondente ao dominio catalitico da

jararagina.
CONCENTRACAO
COMPONENTE QUANTIDADE (uL)
FINAL
Agua mili Q 33,8
Tris-HC1 50 mM 20 10 mM
MgCl2 25 mM 6 1,5 mM
KCI1 200 mM 25 50 mM
dNTP 10 mM 0,2 mM
Primer Jara F 10 UM 4 0,4 uM
Primer Jara R 10 UM 4 0,4 uM
DNA molde 0,3 ng/L 4 0,012 ng/uL
Tag DNA pol. 1,2 0,012 U/puL
TOTAL 100

A reagdo de PCR foi realizada no GeneAmp PCR system 2400 da Perkin-

Elmer, da seguinte forma: um ciclo de 94 °C por 5° e 30 ciclos de: 92°C por 45°’;
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55°C por 17; 72°C por 1°. No ciclo final foram adicionados 30 minutos a 72°C para
uma pos-amplificacio da extremidade 3’ e terminando com  4°C para
armazenamento. O resultado da PCR foi verificado em gel de agarose 1% e revelado
com brometo de etideo. A banda resultante foi purificada através dos sistemas de
extragdo de DNA Purification Kit da BioRad ¢ MicroSpin S-200 HR Columns da
Amershan Biosciences. O DNA purificado foi chamado de inserto CDJARA e foi

utilizado diretamente para a reagao de clonagem no vetor pCR 2.1 TOPO.

3.2.2. Subclonagem no Vetor de Clonagem

O produto da PCR purificado e fresco foi utilizado como inserto na reacao
de clonagem no sistema pCR 2.1 TOPO. O vetor e¢ o inserto foram colocados na
reacdo em uma propor¢ao molar de 1:4, respectivamente, junto com as sais (NaCl
200mM e MgCl, 10mM) e a topoisomerase I do kit TOPO Cloning Reaction. A
reacdo foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Depois deste tempo,
procedeu-se a transformacdo das células TOP10 One Shot Chemically Competent
E.coli. Cerca de 10-50 pL das células transformadas foram plaqueadas em placas
seletivas de SOC Agar com 50 pg/mL de Kanamicina e 40 pL. de X-Gal 40 mg/mL.
As colonias recombinantes foram duplamente selecionadas através de crescimento
seletivo e por screening White/Blue sem IPTG. As colonias brancas foram
selecionadas e analisadas por lise alcalina e submetidas a ensaio de restrigdo com

EcoRV e BamHI e o resultado analisado por gel de agarose.

O inserto CDJARA foi subclonado no vetor de expressao pET28a. Para

i1sso, 0 DNA do inserto junto com o plasmideo pCR 2.1 TOPO, foram extraidos por
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lise alcalina das col6nias recombinantes. Ap6s uma reagao de restrigdo com Xhol e
BamHI, o inserto foi observado em gel de agarose 1% e revelado com Brometo de
Etideo 10mg/mL, de onde foi quantificado (com auxilio do programa Kodac Digital
Science 1D), extraido e purificado. O vetor pET28a foi submetido ao mesmo
tratamento que o inserto.

A reacdo de ligacdo do inserto com o vetor de expressdo pET28a foi
catalisada pela enzima T4 DNA ligase. Utilizou-se uma propor¢do molar de
vetor:inserto de 1:4, respectivamente. A reagdo foi incubada durante 16 h a 16°C.
Cerca de 5 uL da reagdo de ligacdo foram utilizados para transformar células
altamente competentes da linhagem de propagacdo FE.coli DH5a. As coldnias
recombinantes foram selecionadas em meio LB-Kanamicina 30ug/mL, e logo
submetidas a lise alcalina para extragdo do plasmideo e analise de restricdo com X#ol
e BamHI. A seqiiéncia do inserto CDJARA e a dire¢do de leitura foram conferidos
pelo seqiiénciamento de DNA. Células BL21(DE3) foram transformadas com o

pET28a contendo o inserto CDJARA para os posteriores ensaios de expressao.

3.2.3. Transformacgao de Células Competentes

Para os ensaios de transformagao foram utilizadas células quimicamente
competentes de Escherichia coli das linhagens:
e DHS5a: linhagem que permite a propagacao do plasmideo.
e BL21 (DE3): possue o gene que codifica para a T7 RNA
polimerase e carece das proteases OmpT e Lonl, favorecendo a

super-expressao das proteinas heter6logas (Figura 13).
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Estas células foram preparadas a partir de monoculturas na fase
logaritmica de crescimento (D.O.¢5 entre 0,4-0,6). Foi empregada uma solucio de
CaCl, 50 mM estéril para o preparo da membrana das células para a transformagao

através da técnica de choque térmico (Sambrook et al., 1989).

T7 RNA
polymerase

T7 gene 1 Target gene
) | T7 RNA polymerase g_}} l
T o | 0,
e ] : T
~ ‘ lac o = > ‘ lac o
lac e / lac
epressor ¢ _’ % T2 4 repressor

NI | @ i N
,.f‘ A Lt T7 lysosyme

—Ny

E. coli aenome

Figura 13. Elementos de controle do sistema pET. (Mierendorf et al., 1994. Novagen Innovations).

3.2.4. Seqiiénciamento de DNA

O DNA plasmidial das colonias recombinantes foi seqiienciado pelo
método de nucleotideos de terminacao.

Os ensaios de seqiiénciamento de DNA foram gentilmente realizados pelo
Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural do Instituto de Fisica da USP-Sao
Carlos, sobre a supervisao do Prof.Dr. Otavio Thiemann, pelo método de
nucleotideos de terminagdo, utilizando um seqiienciador automatico ABI Prism 377
DNA Sequencer da Perkin Elmer. As concentragdes dos primers foram ajustadas

para 5 pmoles/uL ¢ do DNA para 120 ng/uL.
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3.2.5. Expressao

A expressao e purificagdo da CDJARA recombinante foi feita segundo a
metodologia descrita por Ramos et al., (2003), com algumas modificagdes. O tempo,
a temperatura e a concentragdo de IPTG foram testados para escolher as condig¢des
Otimas de expressdo da rCDJARA. Para a expressao foi feito um inoéculo em LB
seletivo com kanamicina a partir de uma Unica col6nia recombinante de E.coli
pET28a-BL21-(DE3)-CDJARA. O in6culo foi crescido durante 16 horas a 37 °C e
logo foi diluido 1:50 com meio LB seletivo fresco. Colocou-se para crescer
novamente a 37 °C, até que, a densidade otica da cultura, a 660 nm atingisse ~0,6.
Neste ponto, a cultura foi induzida com IPTG, em uma concentracdo final de 0,5
mM. O tempo de expressdo foi trés horas a 37 °C. Apds este tempo, a cultura foi
centrifugada a 4°C, por cinco minutos a 5000 g, em uma centrifuga Sorvall RC 5C
Plus. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressupendido em tampao de
ligacdo 1X (Imidazol 5 mM; NaCl 0,5 M; Tris-HCI 20 mM pH 7,9) e deixado e gelo
durante meia hora e sonicado. Logo, a suspensdo foi centrifugada a 13000 g a 4 °C,
durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido
novamente em tampao de ligacdo 1X com uréia 6M e deixado uma hora a
temperatura ambiente. Procedeu-se entdo a uma nova centrifugacdo, nas mesmas
condig¢des anteriores. O sobrenadante foi separado cuidadosamente e armazenado a -
20 °C, e usado nas proximas etapas de purificagdo. Todos as fases deste processo

foram analisadas por SDS-PAGE.
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3.2.6. Purificacdo da Proteina Recombinante

A fracdo sobrenadante com uréia do item anterior foi filtrada e submetida
a purificagdo em coluna de Niquel-Acido Nitriloacético (Ni-NTA) da Qiagen, sob
fluxo constante de 0,5 mL por minuto. Esta cromatografia baseia-se no principio de
quelacdo de metal (Schmitt ef al., 1993). A resina de niquel tem alta afinidade por
biomoléculas de polihistidina (seis residuos de histidina consecutivos, 6xHis-tag),
presentes no peptideo de fusdo N-terminal da proteina recombinante. Esta ligacdo ¢
estavel em uma ampla variedade de condig¢des, especialmente, sob condigdes
estringentes de lavagem, permitindo a purificacdo de proteinas que representam até
1% da proteina total, com homogenidade maior que 95% em um unico passo.

A coluna foi previamente equilibrada com 4 volumes de tampao de
ligacdo desnaturante (Imidazol SmM; NaCl 0,5mM e Tris-HC] 20mM pH 7,9, com
uréia 6M). O mesmo tampao foi empregado na primeira lavagem apds a aplicagdo da
amostra. Foram realizadas lavagens subsequentes, para a remog¢do das proteinas
ligadas inespecificamente com tampodes de lavagem (NaCl 125 mM, Tris-HC] 20mM
pH 7,0 uréia 6M) com concentragdes variaveis de Imidazol entre 5-20 mM. A
proteina recombinante foi eluida com tampao de eluicdo (NaCl 0,5mM; Tris-HCI
20mM pH 7,0 e uréia 6M; Imidazol 0,5M). As fra¢des foram coletadas com auxilio
de um coletor automatico (Amershan Bioscience), sendo o tempo de coleta definido

em trés minutos.

3.2.7. Enovelamento In Vitro

O procedimento de enovelamento foi realizado segundo a metodologia

descrita por Itoh et al.,, (1996), mas com as modificagdes introduzidas por Selistre-
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de-Araujo et al., (2000), para a remogao do agente desnaturante com sucessivas
dialises. A proteina purificada foi diluida para o dobro de seu volume inicial (2V)
(aprox. 15 pg de proteina recombianante) em tampao de redu¢do (Tris-HCI 50mM,
pH 8,5; DTT 10 mM; Uréia 6M) e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos,
quando foi diluida para um volume final de 5V, com tampao de oxidagdo (Tris-HCl
50 mM, pH 8.5, cisteina 5 mM; cistina 1mM; CaCl, 5mM; ZnCl, 100 uM e uréia
6M). A proteina diluida foi dialisada contra tampao de oxidacdo contendo
quantidades decrescentes de uréia (partindo de 3M, passando por 1.5M, 0.75M até
OM de uréia). A remogao de uréia foi acompanhada por dosagens enzimaticas

empregando-se urease (Kit Labtest Diagnostica).

3.2.8. Estimativa da Concentrac¢do Protéica

A concentragdo protéica das amostras provenientes da cromatografia foi
estimada através do método descrito inicialmente por Bradford, (1976). Para este
ensaio foi utilizado o reagente Bradford da BioRad e uma curva padrao com soro
albumina bovina (BSA) da Cultilab, nas concentragdes de 0,2 ng/mL — 1,0 mg/mL.
Foram transferidos 1,25 mL do reagente Bradford em cada tubo, em duplicata e
adicionados 25 pl dos pontos da curva padrao ou das amostras a serem dosadas. A
reacdo foi agitada e apo6s cinco minutos submetida a leitura de absorbancia a 595 nm,
em um espectrofotdmetro da Amershan Biosciences. A concentragdo das amostras
foi estimada através da comparacdo com a curva padrao de BSA, plotada e analisada

por regressao linear no programa de analise de curva Swift I1.
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3.2.9. Eletroforese em Gel de Agarose

Os procedimentos que envolvem DNA foram acompanhados por
eletroforese de gel de agarose 1% e reveladas com brometo de etideo 10 mg/ml

(Sambrook ef al., 1989), com o auxilio de transiluminador UV a 302 nm.

3.2.10. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Os procedimentos de expressdo, purificagdo e alguns procedimentos de
atividade da rCDJARA foram acompanhados por eletroforese de poliacrilamida na
presenga de SDS conforme descrito por Laemmli (1970). As fragdes correspondentes
as proteinas foram diluidas em meio volume de tampao de amostra (Tris/HCl 125
mM pH 6,8; 4% de SDS; 20% de glicerol; 0,01% de azul de bromofenol), reduzidas
com 5% de beta-mercaptoetanol e fervidas por 5 minutos. O material foi entdo
aplicado em um gel de empilhamento de 5% e gel de resolucdo de 12,5% de
poliacrilamida e submetido a eletroforese com corrente elétrica estabelecida de 15
mA e voltagem até 125 V, durante uma hora. Os géis foram corados com uma
solucdo corante (0,25% de azul de comassie R-250 dissolvidos em 50% isopropanol
e 10% 4acido acético), diluidos em 4gua destilada e filtrados e descorados com uma

solucao 10% de acido acético e 50% de metanol.

3.2.11. Documentacgao de Imagens

Para a documentacdo de imagens a partir de géis de agarose e de
poliacrilamida foi utilizando um transiluminador equipado com ldmpada U.V. e luz

visivel e uma camara Kodac Digital Science DC120, Para a captura de imagens de
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membranas de nitrocelulose (immunoblotting) foi utilizado o ScanJet Hewlett

Packard.

3.2.12. Atividade Hemorragica

A atividade hemorragica da rCDJARA foi testada como descrito
previamente por Johnson et al., (1993). Camundongos machos foram anestesiados e
diferentes amostras de rCDJARA foram injetadas intradermicamente, em um
volume final de 100 pL. Os animais foram sacrificados trés horas apos a injecdo e a
pele do dorso retirada para a medida da area hemorragica. Foi considerada como uma
unidade de atividade hemorragica um halo hemorragico de 1 cm (produto de maior

diametro da area de hemorragia pelo didmetro perpendicular a este).

3.2.13. Atividade Proteolitica Sobre Substratos Naturais

Solugdes de fibronectina (Invitrogen), fibrinogénio (Sigma), colageno
tipo I e coladgeno tipo IV (Invitrogen), foram preparadas em tampao Tris-HCI 50
mM; NaCl 10 mM; CaCl, 2mM, pH 8,5 (Baramova et al., 1991). A incubacao da
rCDJARA com cada substrato foi realizada como descrito por Rucavado et al.,
(1995), em diversas proporgdes substrato: enzima. Os substratos incubados sem a
enzima foram utilizados como controle. Apos a incubagao por 1 h, 6 h e 24 h a 37 °C,
aliquotas foram retiradas, adicionadas ao tampdo de amostra contendo
mercaptoetanol e fervidas por 3 min. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE
10% e as proteinas foram visualizadas através da coloracdo do gel com azul de

Comassie Brilhante.
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3.2.14. Zimografia

Para detectar e caracterizar a atividade proteinase da rCDJARA foi
utilizada a gelatina como substrato nos géis de zimografia. Cerca de 5uL de cada
enzima foram misturados com tampao de amostra 5X e aplicados em gel SDS-PAGE
10%, copolimerizados com gelatina 2 mg/mL. Apds a eletroforese a 4 °C, o gel foi
incubado em 2,5% de Triton X-100 por 30 min e em seguida o gel foi incubado em
tampao de incubacao (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; CaCl, 5 mM; 0,02% de NaNj3). Apos
esta etapa, o gel foi corado com Comassie R-250 ¢ descorado com 10% de acido

acético 40% de metanol, até a visualizagdo das bandas de degradagio.

3.2.15. Western Blot

A técnica de Western blot foi utilizada para observar a expressao da
proteina correspondente ao dominio catalitico, nas diferentes fracdes celulares. A
amostra foi aplicada no gel SDS-PAGE 12,5%. Apos a eletroforese, as proteinas
presentes no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. O anticorpo
primario foi utilizado em uma diluicao 1:5000, A reatividade foi detectada pelo
anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina, e, para o desenvolvimento da
coloragao foram utilizados os agentes cromogénicos NBT e BCIP (BioRad). Para o
procedimento de transferéncia foi utilizado o aparelho TransBlot SemiDry da

BioRad.
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3.2.16. Parametros Cinéticos

Os ensaios com peptideos fluorogénicos foram realizados em tampdo
Tris—HCI 50 mM, pH 8,0, a 37° C, em um volume final de 1,5mL. A hidrdlise foi
determinada continuamente em um fluorimetro Hitachi F-2000 por medicdo da
fluorescéncia a Aem=420nm e Aex=320nm seguindo o procedimento descrito
(Chagas et al., 1990). A inclinagdo foi convertida em pmol de substrato
hidrolisado/min baseado na curva de calibragdo obtida da hidrolise completa de cada
peptideo. Os pardmetros cinéticos, para o substrato Abz-LVEALYQ-EDDnp foram
calculados por andlise de regressdo ndo linear da velocidade inicial de hidrdlise de
substrato usando o programa Grafit (Erithacus Software, Staines, UK.). O desvio
padrdo dos valores do ke € Ky foram menores que 5%. Os valores de eficiéncia

catalitica foram calculados como a razdo resultante de kea./ K.

3.2.17. Deglicosilacdo Enzimatica da Jararagina Nativa

A proteina nativa foi deglicosilada utilizando a enzima peptide-N-
glycosidase F (PNGase F) de BioRad. Cerca de 12uL de Jararagina (22pg, em 20mM
de tampao fosfato de sédio, pH 8,5) foram incubados com 2ul. da PNGase F por 24h
a 37°C. A reagdo de deglicosilagdo foi confirmada pela variagdo na mobilidade da
proteina no SDS-PAGE. Um controle foi montado com a Jararagina nativa submetida

as mesmas condi¢des de reacdo, mas, sem a adi¢cdo da enzima PNGase F.
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3.2.18. Dicroismo Circular (CD)

Os espectros de CD foram registrados usando o espectropolarimetro
Jasco J-720, em comprimento de onda de 193 a 250 nm. As medigdes foram feitas
com as proteinas recombinante e nativa em concentragdes entre 0.15-0.2 mg/mL, em
cuvetas de quarzo de um Imm de comprimento. Os espectros foram resultado da
media de 16 medigdes. O espectro de CD foi medido em Tris-HCI 50 mM, pH 8,5 e
medido em unidades de miligraus de elipticidade [0], a qual foi transformada em
elipticidade molar [0] usando a massa molecular e a concentracdo usada de cada

proteina.
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS PRELIMINARES

O cDNA que codifica para a Jararagina completa (dominio
metaloprotease/desintegrina/rico em cisteina) foi clonada com sucesso no Laboratério
de Imunopatologia do Instituto Butantan, coordenado pela Profa. Dra. Ana Maria
Moura da Silva, em linhagens de Escherichia coli BL21 (DE3), utilizando como vetor
o sistema PEZZ18 da Pharmacia. O inserto foi amplificado pela técnica de PCR,
utilizando oligonucleotideos iniciadores, correspondentes a seqiiéncia da Jararagina
madura e com sitios de restricdo para a enzima Xhol, no extremo 5°, e para a enzima
Notl no extremo 3’°. As colonias recombinantes foram designadas PEZZ18JARA. O

clone foi gentilmente cedido.

4.2. AMPLIFICACAO DO ¢DNA DO DOMINIO

CATALITICO DA JARARAGINA

O produto da PCR utilizando PEZZ18JARA como molde e os primers
JaraF e Jara R, foi analisado por eletroforese de agarose, observando-se a banda

correspondente a seqiiéncia de DNA do CDJARA, com 669 pb de comprimento
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total. (a seqiiéncia de DNA da Jararagina completa tem 2018 pb). A banda foi

cortada e purificada. Apds este processo se gerou o inserto de CDJARA.

4.3. SUBCLONAGEM NO VETOR DE CLONAGEM

E EXPRESSAO

Realizou-se a reacdo de ligagdo do inserto CDJARA ao vetor de
clonagem pCR 2.1 TOPO, através da enzima topoisomerase I. O produto da ligacao
foi usado para transformar bactérias altamente competentes da linhagem TOP10 One
Shot Chemically Competent E.coli. As bactérias recombinantes foram selecionadas
por White/Blue screening em meios de LB Agar—Kanamicina 50 ug/mL e X-GAL,
sem IPTG. Trés colonias brancas foram selecionadas para a reagcdo de extragao do
DNA plasmidial por lise alcalina. O DNA plasmidial foi submetido a analise de
restricdo com BamHI ¢ EcoRV por duas horas a 37°C e o resultado foi visualizado
em um gel de agarose 1% com Brometo de Etideo. Foram observadas trés colonias
transformadas com a presenca do vetor pCR 2.1 TOPO, das quais duas eram
recombinantes com a presenca do inserto de aproximadamente 701 pb (Figura 14 ).

O DNA plasmidial das colonias recombinantes foi seqiienciado pelo
método de nucleotideos de terminagao, obtendo-se como resultado que o Clone 3
correspondia ao Dominio Catalitico da Jararagina. Para este estudo se trabalho com

o clone 3 denominado CDJARA.
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10000 pb

» pCR 2.1 TOPO
2000 pb

» Inserto

Figura 14. Analise de restricdo com BamHI e EcoRV do vetor pCR 2.1 TOPO-CDJARA extraido de
coldnias transformadas: 1) Marcador de massa molecular alto. 2) Marcador de massa molecular baixo.
3) Coldnia 1: Ndo recombinante. 4) e 5) Colonia 2 ¢ 3: Recombinantes. As setas superior e inferior
indicam as bandas correspondentes ao plasmideo e ao inserto, respectivamente.

4.4. SUBCLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSAO

Do clone 3 foi extraido o plasmideo pCR2.1-TOPO-CDJARA. O vetor
foi digerido com as enzimas EcoRV e BamHI, para obtenc¢do do inserto CDJARA.
Para a reagdo de subclonagem no vetor de expressdo pET28a, o inserto e o novo
plasmideo foram submetidos a reacdo de digestdo com as enzimas BamHI e Xhol,
obtendo-se um inserto que foi observado em um gel de agarose 1% com Brometo de
Etideo, de onde foi quantificado, extraido e purificado, para a posterior reacdo de
ligacdo com T4 DNA ligase.

O produto da ligacao pET28a-CDJARA, foi utilizada para transformar
células altamente competentes da linhagem de propagacdo E.coli DH5a. Foram
observadas 14 colonias transformantes no meio seletivo de LB com Kanamicina

30ug/mL, as quais foram submetidas a lise alcalina para extracdo do plasmideo e
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analise de restricdo com Xhol e BamHI. No gel de agarose foram detectadas trés

coldnias recombinantes com o inserto de aproximadamente 722 pb (Figura 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

pET28a —p»
2000 pb —
1200 pb —
800 pb —
Inserto —pp»

400 pb _

100 pb —

Figura 15. Analise de Restricdo com BamHI e Xhol do vetor pET28a-CDJARA extraido de colonias
E.coli DH5a transformadas: 1) Marcador de massa molecular baixo. 2) Colonia 1 transformada com
pET28a recombinante. 3) — 10) Colonias transformadas com pET28a ndo recombinantes. 11)
Marcador de massa molecular alto. 12) Marcador de massa molecular alto. 13) Marcador de massa
molecular baixo. 14) — 17) Colonias 11-14 transformadas com pET28a recombinantes. As setas
superiores e inferiores indicam as bandas correspondentes ao plasmideo e ao inserto, respectivamente.

Para as subseqiientes andlises de expressdo da proteina heterdloga, se
realizou uma segunda reagdo de transformacdo com o plasmideo circular pET28a
CDJARA em células competentes de E. coli da linhagem BL21(DE3). Do ensaio de
transformagdo foram obtidas seis colonias (Figura 16). Destas coldnias foi feita a
extragdo do plasmideo, e posterior andlise de restricdo com as enzimas X#hol e
BamHI, em gel de agarose 1% com Brometo de Etideo. A presenga do inserto do

tamanho apropriado, confirmou que todas as colonias eram transformantes.
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€ PET28a
2000 pb
1200 pb
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800 pb
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100 pb

Figura 16. Analise de restricdo de coldnias transformantes (DE3) com pET28a—CDJARA com Xhol e
BamHI. 1) Marcador de massa molecular baixo. 2) — 7) Coldnias transformantes com pET28a—
CDJARA. As setas superior ¢ inferior indicam as bandas correspondentes ao plasmideo e ao inserto,
respectivamente.

4.5. SEQUENCIAMENTO DO  INSERTO

SUBCLONADO NO VETOR DE EXPRESSAO

A seqiiéncia do inserto CDJARA e a direcdo de leitura, foram conferidos
pelo seqiiénciamento de DNA. O resultado foi submetido a andlise no programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, 1990). Esta
ferramenta procura por similaridades locais entre duas seqiliéncias, isto ¢é, caso as
seqiiéncias ndo sejam suficientemente similares em toda sua extensdo, o programa
restringe o alinhamento a por¢do de maior valor associado. A procura ¢ realizada
através do algoritmo heuristico. Este algoritmo elimina estatisticamente homologias

casuais. Como resultado do BLAST obteve-se confirmagdo de que a seqiiéncia do
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inserto no vetor de expressao correspondia ao dominio catalitico da Jararagina, com
uma identidade de 100%.

Para verificar a auséncia de mutagdes ou alteragdes na seqiiéncia de
nucleotideos deste inserto, os dados do seqiiénciamento do inserto foram alinhados
com a seqiiéncia da Jararagina. Para este propoésito foi utilizada a ferramenta

MultiAlin (Corpet, 1998) (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_multalin.html). Este programa utiliza a matriz

BLOSUM 62 (Blocks Substitution Matrix), construida a partir de seqiiéncias de
proteinas com identidades ndo superiores a 62%, como padrao de substitui¢do de
residuos. A figura 17 mostra o resultado do multialinhamento da seqiiéncia obtida
para o clone chamado pET28a-CDJARA com a seqiiéncia da pro-Jararagina.
Observa-se a compatibilidade de 100% entre os residuos de nucleotideos das duas
seqiiéncias ao nivel do dominio catalitico (entre as posi¢des 451-1117 pb) da pro-
Jararagina. Esta compatibilidade ¢ representada pela seqii€éncia comum consenso em
vermelho, confirmando a presenga de um inserto correspondente a seqiiéncia do
dominio metaloprotease da Jararagina no vetor pET28a na linhagem E.coli

BL21(DE3) pronta para ensaios de expressao e sem mutagdes.

64


http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_multalin.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_multalin.html

Resultados

1 10 20 30 40 50 B0 70 a0 90 100 110 120 130

1 1

Jararhagin GCARCGAGGCCCARAGGAGCAGTTCAGCCARAGTATGARGACGCCATGCAATATGAATTTARAGTGAATGGAGAGCCAGTGGTCCTTCACCTGGARARAAATARAGGACTTTTTTCARARGATTACAGCG
cloned

CONSENSUS 1 ecierceccesncoscascsacssssassssssssscssosssssscssesssssssessssssssssssosssessessessssssssssesssssssssossosssessessesssssasssssses

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
Jararhagin RAGATTCATTATTCCCCTGATGGCAGAGARATTACAACATACCCCCCGRTTGAGGATCACTGTTATTATCATGGACGCATCGAGAATGATGCTGACTCARCTGCAAGCATCAGTGCATGCARCGGTTTGAR
cloned

CONSENSUS  4iisssessessssssrssrssrssssssessessssssrasrserssssssessessssssrssrserssssssessessssssresrsersssrssessessssssrasrrerrssrssassnnssns

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 F0 380 390

1 1
Jararhagin AGGATATTTCARGCTTCARAGGGAGACGTACTTTATTGARCCCTTGARGCTTCCCGACAGTGAAGCCCATGCAGTCTTCARATATGAAARTGTAGARAAGGAGGATGAGGCCCCCARAATGTGTGGGGTA
clone3

ONSENSUS 4t iassansasnssaasessesssssessesssnsssossessesssstossestsssstestessessrstesiestsntstesteetsssrsiottostsstsrsstsarsssrssastantons

391 400 4a10 420 430 440 450 460 q70 480 490 500 510 520

1 1

Jararhagin ACCCAGARTTGGARATCATATGARCCCATCAAAARGGCCTCTCAGTTAGCTTTTACTGCTGARCAACARAGATATGACCCCTACARATACATTGAGTTTTTCGTAGTTGTGGACCARGGARCCGTCACAR
clone3 GAACARCARAGATATGACCCCTACARATACATTGAGT TTTTCGTAGT TETGGACCARGGARCCETCACAR
CONSENSUS ., ..vesnssssssssssssssssssssssssssnssnnssnsssssssssssssssssss DSHACAACARAGATATGACCCCTACARATACATTGAGTTTTTCGTAGTTGTGGACCARGGAACCGTCACAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I 1

Jararhagin RAAARCARTGGCGATTTAGATARGATARRAGCAAGARTGTATGARCT TGCCARCATTGTGARTGAGATTTTCAGATACCTGTATATGCATGTAGCACTGGT TGGCCTAGAAATTTGGTCCARTGGAGATAR
clone3 AAARCARTGGCGATTTAGATARGATARAAGCAAGARTGTATGARCTTGCCARCATTGTGAATGAGATTTTCAGATACCTGTATATGCATGTAGCACTGGT TGGCCTAGARATTTGGTCCARTGGAGATAR
Consensus  ARAACAATGGCGATTTAGATARGATARAAGCAAGARTGTATGAACTTGCCARCATTGTGARTGAGATTTTCAGATACCTGTATATGCATGTAGCACTGGTTGGCCTAGARATTTGGTCCARTGGAGATAR

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

I 1

Jararhagin GATTACCGTGAAGCCGGACGTGGATTATACTTTGARTTCATTTGCAGAATGGAGARARACAGAT T TGCTGACTCGCARARAACATGATARTGCTCAGTTACTCACAGCAAT TGACTTCARTGGACCARCT
clone3 GATTACCGTGAAGCCGGACGTGGATTATACTTTGARTTCATTTGCAGAATGGAGAARARCAGAT TTGCTGACTCGCARARARCATGATARTGCTCAGTTACTCACAGCAAT TGACTTCARTGGACCARCT
Consensus GATTACCGTGAAGCCGGACGTGGATTATACTTTGAATTCATTTGCAGAATGGAGAAARACAGATTTGCTGACTCGCARARAACATGATARTGCTCAGTTACTCACAGCARTTGACTTCARTGGACCAACT

781 790 800 &10 820 830 840 850 860 870 880 890 900 310

| 1

Jararhagin RATAGGATATGCTTACATAGGCAGCATGTGCCACCCGARGCGTTCTGTAGGARTTGTTCAGGATTATAGCCCARTAAATCTTGTGGTTGCTGT TATARTGGCCCATGAGATGGGTCATAATTTGEGCATTC
clone3 RATAGGATATGCTTACATAGGCAGCATGTGCCACCCGARGCGTTCTGTAGGARTTGTTCAGGATTATAGCCCARTARATCTTGTGGTTGCTGTTATARTGGCCCATGAGATGGGTCATARTTTGGGCATTC
Consensus ATAGGATATGCTTACATAGGCAGCATGTGCCACCCGARGCGTTCTGTAGGAATTGTTCAGGATTATAGCCCARTARATCTTETGGTTGCTGTTATAATGGCCCATGAGATGGETCATARTTTGGGCATTC

11 920 930 340 950 960 970 980 930 1000 1010 1020 1030 1040

| 1

Jararhagin ATCATGACACAGGTTCCTGTTCTTGTGGTGATTACCCATGCATTATGGGTCCCACGATARGCARTGARCCTTCGARATTTTTCAGCAAT TGTAGT TATATCCARTGTTGGGACTTTATTATGARTCACAR
cloned RATCATGACACAGGTTCCTGTTCTTGTGGTGATTACCCATGCATTATGGGTCCCACGATARGCARTGAACCTTCGARATTTTTCAGCAATTGTAGTTATATCCARTGTTGGGACTTTATTATGARTCACAR
Consensus ATCATGACACAGETTCCTGTTCTTGTGGTGATTACCCATGCATTATGEGTCCCACGATARGCARTGAACCTTCGARATTTTTCAGCARTTGTAGTTATATCCARTGTTEGGACTTTATTATGARTCACAR

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
|
Jararhagin CCCAGARTGCATTATCAATGAACCCT TGGGARCAGATATTATTTCACCTCCAGT TTGTGGARRTGAACTTTTGGAGGTGGGAGAAGAATGTGACTGTGGARCTCCTGARAATTGTCARARTGAGTGCTGC
cloned CCCAGAATGCATTATCAATGAACCCTTGGGARCAGATATTATTTCACCTCCAGTTTGTGGARATGARCTTTTGGAGG
Consensus CCCAGAATGCATTATCARTGARCCCTTGGGARCAGATATTATTTCACCTCCAGT TTGTGGARATGAACTTTTGEAGE. c v e eereereerecescscssccssccsscssccscnacssassaenses

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

Jararhagin GATGCTGCAACGTGTARACTGARATCAGGGTCACAGTGTGGACATGGAGACTGTTGTGAGCARTGCARATTTAGCARATCAGGARCAGARTGCCGGGCATCARTGAGTGAATGTGACCCGGCTGARCACT
cloned

CONSENSUS  4iisssessessssssrssrssrssssssessessssssrasrserssssssessessssssrssrserssssssessessssssresrsersssrssessessssssrasrrerrssrssassnnssns

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
Jjararhagin éEHETEEEEHHTETTETEHETETEETEEHERTETETTEEHTﬂREHRTEEREHHEEHTEEDTREHTRHETHEEETTHETEDTﬂDHRTEEEHHTTEEEEEHTEHTETHTEHEERHTETTHTEETETETTTEé
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
Jararhagin TGCAGATGTTTATGAGGCTGARGATTCATGCTTCAAAGATAACL ARTTATTATGGCTACTGL TGGTH TTCCATGTGCACCAGAAGATGTAAAATGTGGCAGGTTA
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

Jararhagin TACTGCARAGATAATTCACCTGGACARAATARTCCTTGCARGATGTTCTATTCCARCGATGATGARCATARGGGARTGGTTCTTCCTGGARCARAATGTGCAGATGGARAGGTGTGCAGCARCGGGCATT
clone3

ONSENSUE 4t assenssnnssaasessesssssessessensssossessesssstossestsssstossessessrstetsestsststesteeressrstossostsststestsarrssrssassantons

1691 1700 1710 1720 1730 1740 17590 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1

Jjararhagin GTGTTGATGTGGCTACAGCCTACTAGTCARCCTCTGGCTTTGATTTTGGAGATCCTCCTTCCAGARGGTTTGGCTTCTCTCARGTCCARAGAGATCCATCTGCCTGCATCTTACTAGTARATCACTCTTA
clone3

D OMEENEUE 4t iassesssnnssaasessesssssessestssessossessesssstostestsssssossessesssstetiesisntstestesressrsiostostsstsrsstsarsssrssassantons

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950

Jararhagin GCTTCCAGATGGCATCTARATTCTGCARTATTTCTTCACCATATTTACCCTTTTGCTGTARTCARACCTTTTCCCCACCACARGCTCCATGGGCATGTACAACACCARRGGCTTATTTGCTGTCARGARR
clone3

D OMEENEUE 4 iteiiestentenaesoesoesssssssossestessetsetsssssssstsstsstensetsetsstssssstosssstessetsetsstsssssssstnstestetsetsstssssssnssnnsens

1951 1960 1970 1980 1930 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
Jararhagin  ARAAATGGCCATTTTATACCGTTTGCCARTTGCAGAGCACATTTARTACARGARGTTCTGCCTTTTTGAGCTGGTGTGTTCGARGTCARTGCTTCCTCTCCCARARTTTGTATGGCTGGCTTTCCARCGA
clone3
Consensus .
2081 2090 2100 2110 2118
Jararhagin TGTAGCTGCTTCCATCARTARACTATTTTCATTCTGCA
clone3
CONSENSUS  +ecvvvcencencensccanssasssssssessnonens

Figura 17. Multialinhamento utilizando o programa NPSA MULTIALIN. A primeira fila corresponde
a seqiiéncia de nucleotideos da Jararagina e a segunda corresponde a seqiiéncia de nucleotideos obtida
pelo seqiiénciamento de DNA do clone pET28a-CDJARA. As letras vermelhas indicam as bases
comuns entre as duas seqiiéncias.
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4.6. ENSAIOS DE EXPRESSAO E SOLUBILIDADE

Para o ensaio de expressdo e solubilidade foram coletadas amostras das
diferentes fragdes celulares que foram analisadas por SDS-PAGE 12% a 15%.
Foram designadas como T, (Extrato celular antes da indug¢do com IPTG), T, (Extrato
celular ap6s trés horas de indugdo com IPTG 0,5 mM), S; (Fragdo soluvel), S,
(Corpos de inclusdo recuperados em uréia) e P (Corpos de inclusdo no pellet). No
ensaio de expressao observou-se super-producdo depois da indugdo com IPTG (T>)
de uma proteina de aproximadamente 30 kDa compativel com a rCDJARA, a qual
estava principalmente representada na forma insoltivel em corpos de inclusdo, tanto

na fracdo S; quanto no P, como mostrado no ensaio de solubilidade (Figura 18).

M Ty T, Sy S, P

66

45 |

29 30 kDa

20_|

12,5_]

Figura 18. Ensaio de expressdo e solubilidade. SDS-PAGE a 12% de amostras coletadas das diferentes
fragdes de um ensaio de extratos celulares. M, Marcador de Massa Molecular. T0O, Extrato celular
antes da indugdo com IPTG. T2, Extrato celular apos a indugdo com IPTG. S1, Fragdo Solavel. S2,
Corpos de Inclusdo recuperados em Uréia. P, Corpos de Inclusdo no pellet. As setas indicam a
proteina recombinante (rCDJARA).
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4.7. PURIFICACAO DA PROTEINA

RECOMBINANTE

A partir da fragdo coletada dos corpos de inclusdo solubilizados em uréia
(S;), foi realizada a posterior purificacdo da proteina recombinante através de
cromatografia de afinidade por metal em resina de niquel. Cerca de 50 mL de S,
obtidos de um litro de cultura foram filtrados e passados em uma coluna de 5 mL de
resina de niquel (Ni-NTA). Fragdes das lavagens com tampao de ligagdo, com
tampodes de lavagem e com o tampao de elui¢ao, foram coletadas e analisadas por
SDS-PAGE a 12%. Nas amostras 8 ¢ 9 da eluigdo, observou-se a proteina
recombinante em condigdes de pureza adequadas para os ensaios de atividade

(Figura 19).

-
-—
-——
—
—
—
-
—

28,5 kDa

Figura 19. Purificagdo da rtCDJARA em cromatografia de afinidade. Analise por SDS-PAGE a 12%.
1), 2) e 3) Fragdes do tampao de ligagdo. 4) e 5) Fragdes do tampdo de lavagem com 5 mM de
Imidazol. 6) e 7) Fragdes do tampdo de lavagem com 20 mM de Imidazol. M: Marcador de Massa
Molecular. 8)- 11) Fragdes do tampao de eluigdo. A seta indica a banda correspondente a rtCDJARA.
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4.8. ENOVELAMENTO ATRAVES DE DIALISE

A proteina em condigdes desnaturantes com uréia 6M, foi reduzida com
um tampao de redugdo contendo ditiotreitol (DTT) e uréia 6 M. A proteina foi re-
enovelada através da remocgdo gradativa da uréia, para a recuperagdo da sua
atividade. A amostra sem uréia foi concentrada por filtragdo sob pressdo e
quantificada pelo método de Bradford. Obteve-se uma concentragdo maxima de 0,2
mg/mL, com uma produgao por litro de 1 mg. A proteina foi analisada por SDS-
PAGE a 15% ( Figura 20 parte A). Quando deixada a temperatura ambiente por 24
horas, a rCDJARA re-enovelada mostrou auto-processamento, determinado pelo
desaparecimento da banda de 30 kDa e o aparecimento concomitante de uma banda

tipica de degradagdo de menor massa molecular (Figura 20 parte B).
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Figura 20. SDS-PAGE a 15% de amostra de tCDJARA ap6s o enovelamento. A seta indica a banda
correspondente a TCDJARA. B rCDJARA apos do enovelamento deixada a temperatura ambiente
durante 24 horas. As setas superior e inferior indicam a rCDJARA e uma banda de degradagio,

respectivamente.
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4.9. DICROISMO CIRCULAR

Na Figure 21 se observa o espectro de CD obtido para a rCDJARA
conmparado com 0s espectros obtidos para a Jararagina nativa e para a ACLH nativa
e recombinante (uma svMP- PI isolada do veneno de Agkistrodon contortrix
laticinctus). Os quatro espectros foram caracterizados por apresentarem dois
minimos a 209.5 e 221.0 nm, ¢ um maximo proximo aos 195.0 nm. A rCDJARA
evidenciou um espectro de CD similar ao da Jararagina e ACLH nativa e

recombiante, o que indica o correto enovelamento desta proteina expressa em

bactéria.
)
v
9 native ACLH
P - - - -rACLH

T R rCOJAR A
Ao mimia native Jararhagin

6] (10° deqg crm®di ™

1 v | v | v | v | v
200 210 220 230 240 250
Wavelength (nm)

Figura 21. Comparacdo do espectro de Dicroismo Circular obtido para a rCDJARA com os espectros
obtidos para a proteinas nativas ACLH e Jararagina e para a ACLH recombiante. Observan-se dois
minimos a 209.5 nm e 211.0 nm e um méaximo a aprox. 195.0 nm.
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4.10. IMUNODETECCAO

A proteina recombinante, enovelada, foi reconhecida pelo anticorpo
policlonal de coelho contra a Jararagina nativa (Figura 22) e revelada com substratos
cromogénicos, visualizando-se uma banda tipica de 28,5 kDa, correpondente a

rCDJARA.

Figura 22. Imunodetecg¢@o da rCDJARA com anticorpo policlonal de coelho anti-jararagina (1:5000),
revelado com agentes cromogénicos. A seta indica a banda correspondente a rCDJARA.

4.11. ATIVIDADE FIBRINOGENOLITICA

A rCDJARA ¢ o fibrinogénio foram colocados na reagdo em uma
proporcao de 1:30, respectivamente. Foi observada a degradagdo parcial da cadeia
alfa do fibrinogénio ap6s 4 horas de incubagido a 37°C. Ap0s 24 horas, foi observada
a degradacdo total da cadeia alfa e da cadeia beta do fibrinogénio (Figura 23 parte
A). A atividade fibrinogenolitica da Jararagina nativa foi testada nas mesmas
condigdes, observando-se degradagdo parcial da cadeia alfa e beta na primeira hora

da reagdo (Figura 23 parte B).
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Figura 23. Atividade Fibrinogenolitica da Jararagina recombinante (A, rCDJARA) e nativa (B).
Proporcéo enzima: substrato 1:30. Ambos os testes foram incubados a 37°C. As setas superiores e
inferiores indicam as cadeias a e B do fibrinogénio, respectivamente.
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4.12. ATIVIDADE SOBRE FIBRONECTINA

A atividade da rCDJARA foi investigada sobre o substrato da matriz
extracelular, fibronectina. A rCDJARA foi incubada a 37°C com a fibronectina
humana (HFN) em uma propor¢do de 1: 40. Apds 24 h de incubagdo a 37°C,
rCDJARA degradou a subunidade maior da fibronectina (Figura 24 parte A). A
mesma reacdo foi montada usando como enzima a Jararagina nativa, nas mesmas
condi¢des. A proteina nativa degradou a subunidade maior da HFN apods duas hora

de reacao (Figura 24 parte B).
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Figura 24. Atividade proteolitica sobre fibronectina humana (HFN) com proporcdo enzima:
substrato 1:40. A- Ensaio com rCDJARA . B- Ensaio da Jararagina nativa. Nos dois casos as
amostras foram incubadas a 37 °C. As setas indicam a subunidade maior da HFN.

73



Resultados

4.13. ATIVIDADE PROTEOLITICA SOBRE

COLAGENO I

O teste da atividade proteolitica da rCDJARA sobre colageno tipo I foi
realizado utilizando uma propor¢ao enzima — substrato de 1:60, respectivamente. A
atividade colagenolitica da Jararagina nativa foi testada nas mesmas condi¢des. Apos
24 h de incubagdo a 37°C, nem a proteina heterdloga, nem a proteina nativa,
degradaram este substrato da matriz extracelular (Figura 25 partes A e B) .
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Figura 25. Atividade proteolitica da sobre Colageno tipo I com propor¢do enzima: substrato 1:60. A-
Ensaio com rCDJARA. B- Ensaio com a Jararagina nativa.
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4.14. ATIVIDADE  PROTEOLITICA SOBRE

COLAGENO IV

A atividade da rCDJARA foi investigada sobre Colageno tipo IV. Nesta
reacgdo a proporgao utilizada foi de 1:80. Apds 24 h de incubagio a 37°C, a rCDJARA
ndo degradou este substrato da matriz extracelular (Figura 26 A).

A atividade proteolitica da Jararagina nativa sobre Colageno tipo IV foi
realizada seguindo as mesmas condi¢des de reagdo da rCDJARA. Apos 24 horas de
incubagdo, observou-se o desaparecimento de algumas bandas de alto peso molecular

com a correspondente aparecimento de bandas de degradacdo de baixo peso (Figura

26B).
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Figura 26. Atividade proteolitica sobre Colageno tipo IV . A- rCDJARA com propor com enzima:
substrato 1:54. B- Jararagina nativa com propor¢do enzima substrato 1:54. As setas indicam as
bandas de degradagio.

75



Resultados 76

4.15. DEGLICOSILACAO ENZIMATICA

Como mostra a Figura 27, a Jararagina nativa (originalmente glicosilada)
e deglicosilada com PNGase F, demonstraram diversidade na sua mobilidade
eletroforética no SDS-PAGE. Esta variagdo foi de aproximadamente 10% na massa

molecular e indica a contribui¢do dos motivos de carboidratos na massa molecular

total da proteina.

— 60
—50

LR

——

Figura 27. Alteragdo na mobilidade eletroforética da Jararagina causada pela deglicosilagdo. 1)
Jararagina nativa. 2) Jararagina nativa tratada com PNGase F. M) Marcador de massa molecular. As
setas superior e inferior indicam a proteina glicosilada e deglicosilada, respectivamente.

4.16. PARAMETROS CINETICOS

A atividade proteolitica da proteina recombinante re-enovelada sobre um
peptideo de fluorescéncia apagada, foi testada. Foi analisado um peptideo contendo o

fluor6foro N-terminal o-aminobenzoil (Abz) e no C-terminal o apagador N-(2,4-
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dinitrofenil)-etilenodiamino (EDDnp) com seqiiéncias relacionadas com a cadeia B
da insulina. O substrato Abz-LVEALYQ-EDDnp (10 pg) foi hidrolisado pela
rCDJARA (0.05 pg) e pela jararagina nativa (0.16 pg) obtendo-se os seguintes

parametros cinéticos (Tabela 2):

Tabela 2. Parametros cinéticos das enzimas recombinante e nativa para a hidrdlise do substrato de
fluorescéncia apagada Abz-LVEALYQ-EDDnp.

Protein Kinetic Parameters

I<m kcat kcat/ I<m

Mm s mM's™!
Jararagina Nativa 5.08 0.093 18.2
Jararagina Nativa Deglicosilada 7.76 0.14 17.8
rCDJARA 29.7 0.0105 0.35
ACLH Nativa 12.57 0.28 23
ACLH Nativa Deglicosilada 10.63 0.23 21.3
rACLH 19.5 0.0071 0.38

A Figura 28 apresenta os graficos obtidos para a rCDJARA, com os
valores deVelocidade em UAF/min pela concentracdo de substrato em pM (Figura
28 A) e valores (1/Velocidade) sobre (1/[Substrato]) (Figura 28 B). UAF ¢é uma
unidade arbitraria de fluorescéncia determinada por parametros especificos do
equipamento de medigao.

A Figura 29 apresenta os graficos obtidos para a Jararagina nativa, com
os valores de Velocidade em UAF/min pela concentracdo de substrato em pM
(Figura 29 A) e valores (1/Velocidade) sobre (1/[Substrato]) (Figura 29 B).

A Figura 30 apresenta os graficos obtidos para a Jararagina nativa
deglicosilada, com os valores de Velocidade em UAF/min pela concentracao de
substrato em puM (Figura 30 A) e valores (1/Velocidade) sobre (1/[Substrato])

(Figura 30 B).
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Parametros cinéticos da rCDJARA
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Figura 28. Parametros cinéticos da rCDJARA. A- Grafico representando Velocidade/[Substrato]. B-
Grafico representando de (1/Velocidade) / (1/[Substrato]).
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Parametros cinéticos da Jararagina nativa
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Parametros cinéticos da Jararagina nativa
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Figura 29. Parmetros cinéticos da jararagina nativa. A- Grafico
Velocidade/[Substrato]. B- Grafico representando (1/Velocidade) / (1/[Substrato]).

representando
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Parametros cinéticos da Jararagina nativa
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Figura 30. Parametros cinéticos da jararagina nativa deglicosilada. A- Grafico representando
Velocidade/[Substrato]. B- Grafico representando (1/Velocidade) / (1/[Substrato]).

Observa-se que o Ky, da enzima recombinante ¢ 5 vezes maior que o da

proteina nativa, e também que a eficiéncia catalitica (ket/K,) da primeira foi
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aproximadamente 50 vezes menor, indicando que a rCDJARA e a Jararagina nativa
apresentam significativas diferengas na sua afinidade pelo substrato e na sua

eficiéncia para cliva-lo.

Adicionalamente, a atividade proteolitica da Jararagina nativa
deglicosilada, foi testada sobre fibrinogénio e fibronectina, sem nenhuma diferenca

evidente com a atividade demonstrada pela Jararagina nativa ndo modificada in vitro.

4.17. ATIVIDADE HEMORRAGICA

Doses entre 15-150 pg da proteina heterdloga foram aplicadas
intradermicamente em camundongos albinos. A rCDJARA nao mostrou atividade
hemorragica em nenhuma das doses aplicadas (Figura 31).

No caso da jararagina nativa, doses de 5 pg da proteina nativa ou
deglicosilada foram injetadas (Figura 32). A jararagina tratada com PNGase F ndo
mostrou nenhuma atividade hemorragica, resultado contrario ao observado com a
Jararagina nido tratada que causou uma lesdo hemorragica de 2 cm’ (Figura 32).
Adicionalmente foi testada a atividade hemorragica da jararagina nativa, apos 24
horas de incubagido a 37°C. Este teste foi considerado um controle da deglicosilagido
e foi montado com 5 pg da Jararagina nativa nas mesmas condi¢des de reagdo, mas,
sem a adicdo da PNGase F. A Jararagina nativa controle causou uma mancha
hemorragica de 1 cm” , correspondente a 50% da atividade demonstrada para a

Jararagina nativa (Figura 33).
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Figura 31. Auséncia de Atividade Hemorragica da rtCDJARA sobre pele de camundongos albinos. As
setas indicam os sitios de injegdo.

Jararagina nativa
deglicosilada

Figura 32. Atividade Hemorragica da Jararagina nativa sobre pele de camundongos albinos. As setas
indicam os sitios de injecao.
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Figura 33. Atividade Hemorragica da jararagina nativa apos 24 horas de incubagdo a 37°C. A seta
indica o sitio de injeg@o.

4.18. ZIMOGRAFIA

A atividade proteinase da rCDJARA e da Jararagina nativa sobre
gelatina foi testada. Nos géis de zimografia apds 24 de incubagdo se evidenciou o

aparecimento de bandas claras de degradagao (Figura 34).

Jararagina nativa

rCDJARA

Figura 34. Atividade proteinase sobre géis de gelatina. 1) Jararagina nativa (52 kDa). 2) rtCDJARA
(28,5 kDa). As setas superior e inferior indicam as bandas claras de degradacdo do substrato da
proteina nativa e recombinante, respectivamente.
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4.19. PARAMETROS TEORICOS

4.19.1. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimicos da rCDJARA foram determinados
utilizando 0 programa PROT PARAM TOOL

(http://us.expasy.org/tools/protparam.html). Os resultados obtidos foram os

seguintes:
e Numero de aminoacidos: 257
e Peso Molecular: 28773.6
e pl Tedrico: 5.88
e Numero Total de residuos negativamente carregados: 28

e Numero Total de residuos positivamente carregados: 19

e Composi¢ao atomica:

Carbono (C) 1267
Hidrogénio (H) 1947
Nitrogénio (N) 349
Oxigénio (O) 381
Enxofre (S) 19

e Formula: C267H1947N3490381S19
e Numero Total de atomos: 3963
A composi¢do de aminoacidos da rCDJARA obtida com auxilio do

programa Prot Param Tool ¢ mostrada na Tabela 3.
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Tabela 3. Composic¢do de aminoacidos da proteina rCDJARA (Prot Param Tool).

Composicio de aminoacidos da rCDJARA

Residuo Numero Porcentagem (%)
Ala (A) 10 3.9
Arg (R) 8 3.1
Asn (N) 16 6.2
Asp (D) 15 5.8
Cis (C) 8 3.1
GIn (G) 8 3.1
Glu (E) 13 5.1
Gli (G) 22 8.6
His (H) 15 5.8
Ile (1) 21 8.2
Leu (L) 16 6.2
Lis (K) 11 4.3
Met (M) 11 4.3
Fen (F) 7 2.7
Pro (P) 13 5.1
Ser (S) 19 7.4
Tre (T) 12 4.7
Trp (W) 3 1.2
Tir (Y) 12 4.7
Val (V) 17 6.6

4.19.2. MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS

Os sitios de processamento pos-traducionais foram determinados

utilizando a ferramenta SCAN PROSITE (http://us.expasy.org/tools/scanprosite/). Os

resultados obtidos sao mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Motivos funcionais na rtCDJARA. A em umeragdo refere-se a posi¢ao do motivo na
proteina. Segundo o programa PROSITE

Motivos Funcionais na rCDJARA

Motivo Seqiiéncia Posicio
Asn-Glicosilagdo NCSY 217-220
Fosforilacao PKC TYK 103-105

TRK 125-127
Fosforilacao CK2 SNGD 97-100
SFAE 114-117
TAID 136-139
SCGD 195-198
Fosforilagao TirK RGS-EQQRY 32-39
N-Miristoilagdo GSHMAS 18-23
GQQMGR 27-32
GSCSCG 192-197
Ligacao ao Zinco HEMGHNLGIHHD 179-190
Poli-histidina HHHHHH 5-10

4.19.3 MULTIALINHAMENTOS

Para andlises de seqiiéncias e alinhamentos foi utilizado o programa

MULTIALIN (http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_multalin.html).

Foi feito um multialinhamento das seqiiéncias do dominio metaloproteinase de varias
svMPs hemorrégicas, para determinar possiveis motivos comuns de glicosilacao.
Foram alinhadas as seqiiéncias (na seguinte ordem de cima para baixo, na Figura 35):
Jararagina (PII) (Paine et al., 1992), HR1B (P-1II) (Kishimoto e Takahashi, 2002),
Rodostoxina(P-11I) (Ponnudurai et al., 1993) e ACLH (P-I) (Selistre-de-Araujo e
Ownby, 1995). Foi encontrado um sitio comum de glicosilagdo, NCSY/K, na

posicao C-terminal do dominio metaloprotease de todas as seqiiéncias analisadas.
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10 20 30 40 50 60

I I I I I |

JARAXX0 ~  mmmmm e e m e ATRPKGAVQPKYEDAMQYEFK
HR1Bxx3 MIQVLLVTICLAVFPYQGSSIILESGNVNDYEVMYPQKVAALPKGAVQQKYEDTMQYEFK
RHODOS MIQVLLVTICLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVVYPRKVIALSEGAAQQKYEDTMQYEFK
ACLHxx1 MIQVLLVTLCLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVVYPRKVTPVPKGAVQPKYEDAMQYELK
Consensus migvllvt claafpyggssiilesgnvndyevvyprkv PkGAVQPKYEDaMQYEfK
Prim.cons. MIQVLLVTICLAAFPYQGSSIILESGNVNDYEVVYPRKVAALPKGAVQ2KYED2MQYEFK
70 80 90 100 110 120

I I | I I I

JARAxx0 VNGEPVVLHLEKNKGLFSKDYSEIHYSPDGREITTYPPVEDHCYYHGRIENDADSTASIS
HR1Bxx3 VNGEPVVLHLEKNKGLFSEDYSETHYSPDGREITTNPPVEDHCYYHGRIQNDADSTASIS
RHODOS VNGEPVVLHLEKNKGLFAKDYSETHYSPDGTRITTYPSVEDHCYYQGRIHNDADSTASIS
ACLHxx1 VNGEPVVLHLERNKGLFSKDYSETHYSPDGRKITTYPPVEDHCYYHGRIQNDADSIASIS
Consensus VNGEPVVLHLEKNKGLFskDYSEtHYSPDGr ITTyPpVEDHCYYhGRIGNDADStASIS
Prim.cons. VNGEPVVLHLEKNKGLEFSKDYSETHYSPDGREITTYPPVEDHCYYHGRIQNDADSTASIS
130 140 150 160 170 180

I I I I I I

JARAxx0 ACNGLKGYFKLOQRETYFIEPLKLPDSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQ-NWKSYEPI
HR1Bxx3 ACNGLKGHFKLQGEMYLIEPLKFSDSEAHAVYKYENVEKEEEAPKMCGVTQTNWESDEPT
RHODOS ACNGLKGHFKLQGETYFIEPMKLPDSEAHAVFKYENIEKEDESPKMCGVTETNWESDEPI
ACLHxx1 ACNGLKGHFKLOGEMYLIEPLELSDSEAHAVFKYENVEKEDEAPKICGVTQ-NWESYEPT
Consensus ACNGLKGhFKLQGEmMY1IEPS$k1sDSEAHAVSKYEN! EKE#EaPKmCGVT# NWeSyEPI
Prim.cons. ACNGLKGHFKLQGE2Y2IEPLKL2DSEAHAVFKYENVEKEDEAPKMCGVTQTNWES2EPT
190 200 210 220 230 240

I I I I I \

JARAxx0 KKASQLAFTAEQQORYDPYKYIEFFVVVDQGTVTKNNGDLDKIKARMYELANIVNEIFRYL
HR1Bxx3 KKASKLVVTAEQORF-PRRYIKLAIVVDHGIVTKHHGNLKKIRKWIYQLVNTINNIYRSL
RHODOS KKVSQLNLNHEIKR-—-—-- HVDIVVVVDSRFCTKHSNDLEVIRKFVHEVVNAIIESYKYM
ACLHxx1 KKASQLNLNYQYQR----- YVELVTVVDHGMYTKYNGDSDKIRQWVHOMVNTMKE SYRYM
Consensus KKaSgLnln # gR ylelv VVDhg TK ng#ldkIr wvh# vNt #s%ry$
Prim.cons. KKASQLNL2AEQQR2DP22Y2ELVVVVDHG4VTKHNGDLDKIRKWV22LVNTINE2YRY2
250 260 270 280 290 300

I I I I \ \

JARAxx0 YMHVALVGLEIWSNGDKITVKPDVDYTLNSFAEWRKTDLLTRKKHDNAQLLTAIDENGPT
HR1Bxx3 NILVALVYLEIWSKQNKITVQSASNVTLDLEGDWRESVLLKQRSHDCAQLLTTIDEDGPT
RHODOS HFGISLVNLETWCNGDLINVQEDSYETLKAFGKWRESDLIKHVNHSNAQFLMDMKEIKNT
ACLHxx1 YIDISLAGVEIWSNKDLIDVQPAARHTLDSFGEWRERDLLHRISHDNAQLLTSTDEFDGPT
Consensus yi !sLvglEiWsn #1I Vgpa TLdsFgeWRe dLl r sHdnAQlLt dFdgpt

Prim.cons. YI422LVGLEIWSNGD2ITVQP2S44TLDSFGEWRESDLLKR4SHDNAQLLT4IDFDGPT

310 320 330 340 350 360

I I I \ \ \

JARAxx0 IGYAYIGSMCHPKRSVGIVQDYSPINLVVAVIMAHEMGHNLGIHHDTGSCSC-GDYPCIM
HR1Bxx3 IGKAYTASMCDPKRSVGIVQDYSPINLVVAVIMTHEMGHNLGIPHDGNSCTC-GGFPCIM
RHODOS IGKAYLDSICDPERSVGIVONYHGITLNVAAIMAHEMGHNLGVRHDGEYCTCYGSSECIM
ACLHxx1 IGLAYVGTMCDPKLSTGVVEDHSKINFLVAVTMAHEMGHNLGMRHDTGSCSC-GGYSCIM
Consensus IG AY gsmCdPkrSvG!V##ys Inl VAviMaHEMGHNLG rHDtgsCsC Ggy CIM
Prim.cons. IGKAY4GSMCDPKRSVGIVQDYSPINLVVAVIMAHEMGHNLGIRHD2GSC2CYGGYPCIM
370 380 390 400 410 420

I I \ \ \ \

JARAxx0 GPTISNEPSKFESNCSYJOCWDFIMNHNPECIINEPLGTDIISPPVCGNELLEVGEECDC
HR1Bxx3 SPMISDPPSELEFYNCSKAYYQTFLTDHKPQCILNAPSKTDIVSPPVCGNELLEAGEECDC
RHODOS SSHISDPPSKYFINCSYYQFWKYIENQNPQCILNKPLRT--VSIPVSGNEHLEAGKECDC
ACLHxx1 SPVISDDSPKYFINCSYIIQCWDFIMKENPQCILNKPLRTDTVSTPVSGDELLEA-—————
Consensus sp IS# pskyFSNCSyigcwd%im nP#CI1INkP1rTd !S PVsG#ElLEag ecdc
Prim.cons. SP4ISDPPSKYFSNCSYIQCWDFIMNHNPQCILNKPLRTDIVSPPV2GNELLEAGEECDC

Figura 35. Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos de svMPs hemorragicas: Jararagina, HR1B,
Rodostoxina e ACLH. No quadro o motivo de glicosilagdo comum. Em vermelho residuos com 100%
de identidade. Em azul residuos com mais de 50% de identidade. Em verde posigdes com
substitui¢cdes conservativas.
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5. DISCUSSAO

O complexo de Golgi serve como sitio principal da célula para
modifica¢des de proteinas e lipideos. Apds o passo inicial de biossintese no reticulo
endoplasmatico do oligossacarideo N-ligado, as glicoproteinas s3o transportadas para
o complexo de Golgi, aonde sdo progressiva e seqiiencialmente modificadas por uma
serie de glicosiltransferases que residem em diferentes cisternas do complexo de
Golgi (Dunphy, et al., 1985). A estrutura do ntcleo do oligossacarideo, formado no
reticulo endoplasmatico, ¢ muito conservada, enquanto que as modificagdes
terminais que acontecem no complexo de Golgi variam amplamente entre proteinas
dentro de um determinado organismo (Varki, 1993).

Passou-se um século desde que Camilo Golgi descobriu um novo
componente da célula que agora tem o seu nome. Desde entdo, multiplos estudos
examinando a estrutura e fungdo desta organela estabeleceram seu papel central na
glicosilacdo. Apesar do fato de que esta fungdo ¢ uma modificagdo essencial que
acontece em todos os eucariontes, a precisa fun¢do dos oligossacarideos continua
sendo um enigma.

A glicosila¢do ¢ a mais abundante e diversa modificagdo pds-traducional
descrita (Kornfeld and Kornfeld, 1985; Hart, 1992). Os agregados glicanos podem
afetar as propriedades fisicas das proteinas e suas interagdes moleculares. Tem sido
descritos fungdes para a glicosilagdo, tais como, o enovelamento protéico no reticulo

endoplasmatico, transporte e secre¢do, ancoragem de proteinas e prote¢do contra a
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protedlise. Adicionalmente, os glicanos tem um papel estrutural direto, afetando a
estrutura terciaria ou quaternaria das proteinas. Além disso, a apresentagdo dos
acucares sobre as glicoproteinas pode ter um importante papel na modulacdo da
organizagdo da superficie celular (Wormald e Dwek, 1999), agindo como
determinantes de antigenicidade e como sitios de reconhecimento biologico
(interacdes célula-célula, hospedeiro-patdogeno, hormonio-receptor, célula-matriz
extracelular) (Sharon e Lis, 1993; Gahmberg e Toluanen, 1996).

O presente trabalho descreve basicamente a subclonagem, expressao em
bactéria, purificagdo, re-enovelamento com sucesso e ensaios de atividade do
dominio catalitico da Jararagina, uma metaloprotease da classe P-III isolada do
veneno de Bothrops jararaca. O objetivo principal deste trabalho foi determinar o
papel desempenhado pelas modificagdes pds-traducionais na atividade proteolitica e
hemorragica desta svMP. Para tal fim, o dominio metaloprotease desta hemorragina
foi expresso na sua forma niao zimogénio, evitando-se assim, a interferéncia dos
dominios desintegrina/rico em cisteinas sobre o efeito hemorragico e obviando-se
subseqiientes etapas de ativacao.

A expressdo de proteinas heterdlogas em Escherichia coli foi o primeiro
sistema de expressdo. Este sistema ¢ ideal para producdo macica de proteinas e ¢ um
método rapido e de alta eficiéncia, que permite a identificagio da proteina
recombinante através de um simples SDS-PAGE. Oferece também algumas
desvantagens. Entre os inconvenientes que pode acarretar este método se encontram:
a freqiiente producao de proteinas inativas ou insoluveis, que requerem posterior re-
enovelamento, impedindo que este método possa ser utilizado para a expressdo de

proteinas de genes novos ou de fungdo desconhecida. Adicionalmente, este método
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oferece problemas para proteinas com muitas pontes disulfeto, nas quais o re-
enovelamento é extremamente dificil (Futami, et al., 2000). Outra dificuldade, é que
as proteinas expressas em E.coli, geralmente tem uma meia vida relativamente curta
e usualmente as preparagdes sdo contaminadas com alta concentragdo de
endotoxinas, requerendo processos cuidadosos de remogao.

O sistema de expressdo em bactéria é caracterizado pela falta de modificagdes
pos-traducionais, tais como, a glicosilagdo. Esta caracteristica permite o uso deste
sistema para estudar a relevancia destas modificacdes na atividade de diversas
proteinas heterélogas. No nosso caso, este sistema foi utilizado para estudar a
influéncia da falta de glicosilacdo nas fungdes proteolitica e hemorragica da
Jararagina.

O dominio catalitico da Jararagina (rCDJARA) foi eficientemente expresso
em Escherichia coli, na linhagem BL21 (DE3). A proteina heter6loga foi produzida,
inicialmente, na forma insoluvel em corpos de inclusdo. Estes agregados protéicos
insoluveis geralmente acontecem devido a elevada concentracdo de proteinas
heterdlogas no citoplasma bacteriano, o que favorece interagdes eletrostaticas ou/e
hidrofobicas intermoleculares, principalmente entre proteinas globulares contendo
pontes disulfeto (Futami et al, 2000). A formagdo destes agregados protéicos era
previsivel, devido a presenca de trés pontes disulfeto na proteina recombinante.
Geralmente, a formagdo de corpos de inclusdo constitui um problema tipico da
superexpressdo, ja que, a obtencdo das proteinas ¢ feita em forma inativa, o que
implica um passo posterior de re-enovelamento in vitro. Mas, neste caso, foram
consideradas as vantagens oferecidas por esta forma de expressdao, uma delas, que os

corpos de inclusdo constituem uma fonte relativamente pura da proteina
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recombinante, representando quase que 50% da proteina total expressa pela bactéria.
Além disso, outras vantagens (pET system manual) como a facilidade de trabalho em
condi¢des desnaturantes, prote¢do da proteina contra o ataque proteolitico, expressao
de proteinas toxicas, assim como, o alto rendimento na producao protéica, fizeram da
expressao nestas condigdes, uma op¢ao valida para ser trabalhada com esta proteina.
Adicionalmente, baixas condigdes cinéticas de expressdo, como, temperaturas
menores com baixas concentragdes de agente indutor e tempos de expressao maiores,
foram testados, sem se apresentar melhoras evidentes na solubilidade protéica.
Inicialmente, o inserto correspondendo ao dominio catalitico da
Jararagina foi amplificado a partir do DNA do vetor PEZZ18 com a Jararagina
completa. Esta amplificacdo foi feita pela técnica de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificamente desenhados a partir da seqiiéncia que
delimita o dominio metaloprotease desta svMP. A amplificagdo por PCR gerou uma
unica banda no gel de agarose do tamanho esperado (~690 pb), que foi chamado de
inserto CDJARA. O produto desta reacdo foi imediatamente utilizado para ligagao
no vetor pCR 2.1 TOPO, um plasmideo ideal para clonagem e reagdes posteriores de
subclonagem em outros vetores. Na reagdo de ligacdo entre o inserto ¢ o vetor
TOPO, foram escolhidas as condi¢gdes de clonagem mais estringentes, com um tempo
de ligacdo de apenas cinco minutos e adi¢do de sal (Cloreto de Sédio 200 mM e
Cloreto de Magnésio 10 mM), com a finalidade de obter o maximo numero de
recombinantes no menor numero de colonias possiveis. Apds a transformacao foram
obtidas trés coldnias, das quais duas eram recombinantes com um inserto de ~700 pb.
Para descartar possiveis erros na amplificagdo ou mutagdes, assim como erros na

ligacdo do inserto (direcdo de leitura, etc), foi feito o seqiiénciamento do DNA dos
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plasmidios das duas coldnias recombinantes. As seqliéncias de DNA resultantes
indicaram que somente uma das duas colonias possuia inserto de interesse
(CDJARA) sem mutagdes ou erros de leitura aparentes.

Na etapa da subclonagem no vetor de expressdo pET28a, a proporcao
molar inserto: vetor foi critica, sendo a condig@o ideal a proporcao 4:1. Finalmente,
células BL21 (DE3), foram transformadas com a constru¢ao pET28a-CDJARA.
Esta linhagem ¢ ideal para os ensaios de expressdo da proteina heterologa, ja que, €
deficiente de algumas proteases (Lonl e OmpT) e possui o gene para a T7 RNA
polimerase o que junto com o vetor pET28a (com o promotor T7 ¢ um motivo de
polihistidina), constituem um sistema ideal para a superexpressio de proteinas
recombinantes.

Como descrito anteriormente a rCDJARA, foi expressa em corpos de
inclusdo . Para a extragdo da rCDJARA dos corpos de inclusdo foi utilizado um
tampao de ligacdo, com altas concentracdes de uréia, como agente desnaturante. O
processo de purificagcdo, em condi¢des desnaturantes, foi feito através da técnica de
cromatografia de afinidade. Esta técnica oferece o potencial de purificar, em um
simples passo e com alto grau de purificagdo, a proteina alvo desde misturas aonde
ela se encontra em baixo titulo. A cromatografia de afinidade utilizada foi uma
matriz de nitroacetato-niquel que liga mono-especificamente moléculas de poli-
histidina (6His-Tag). Estes residuos de histidina sdo encontrados no N-terminal no
peptideo de fusdo da rCDJARA. Para garantir que as ligagdes entre o metal e o
ligante fossem o suficientemente fortes para suportar as condi¢des estringentes de
lavagem, a coluna foi inicialmente equilibrada com um tampao de ligacdo que

oferecia as condigdes de pH e forca idnica ideais. Para maximizar a adsor¢do da
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proteina de fusdo a coluna de niquel, a mistura foi passada através da matriz com
baixo fluxo (30 mL/h), e sempre cuidando que o volume carregado ndo excedesse a
capacidade da coluna (The QIAexpressionist, 2001).

Durante a etapa da purificacdo, as condi¢des de lavagem foram criticas
para a remocao das proteinas inespecificamente ligadas. Fatores tais como o pH dos
tampdes de lavagem e elui¢do, assim como, a concentragdo do imidazol (agente que
compete com a histidina pelas ligagdes com o niquel), foram determinantes para a
adequada separagdo da rCDJARA. Porém, a proteina recombinante, ndo foi obtida
pura, mas, os contaminantes foram considerados ndo significativos, por
representarem uma porcentagem inferior a 1% (calculado por densitometria). Uma
etapa subseqiiente de purificacdo foi descartada por representar perdas consideraveis
na produgao protéica. Para a eluicdo foi utilizado um tampao com baixa forca idnica,
alta concentracdo de imidazol (0.5 M) e com um pH afastado do pl da enzima, para
enfraquecer as intera¢des entre a proteina e o ligante.

Ap6s a purificacdo em condigdes desnaturantes, a proteina heterdloga foi
submetida a um processo de re-enovelamento com retirada gradativa da uréia.
Inicialmente, as fragdes purificadas foram diluidas com uma solu¢do tamponante
contendo ditiotreitol, um agente redutor que desfaz as pontes disulfeto, (geralmente
constituidas em forma incorreta). A partir deste momento, procedeu-se 4 retirada da
uréia, diluindo a solugdo protéica com um tampao contendo cisteina, cistina, cloreto
de calcio e cloreto de zinco. Estes aditivos tem sido utilizados anteriormente em
protocolos de re-enovelamento de metaloproteases recombinantes com sucesso

(Selistre —de Araujo et al., 2000; Ramos et al., 2003).
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Na etapa de re-enovelamento, a concentragdo protéica foi critica, devendo
esta ser inferior a 15 pg/mL, para diminuir as interagdes intermoleculares e a
forma¢do de agregados (Futami, et al., 2000). Apds a renaturacdo, a proteina foi
concentrada até um maximo de 200 pg/mL. Em concentra¢des maiores foi observada
a formagao de precipitados insoluveis. Este fendmeno, poderia ser explicado pela alta
propor¢ao (37.8%) de residuos hidrofobicos na estrutura da proteina heteréloga, além
da baixa propor¢ao de residuos carregados (18.3%).

Durante o trabalho com a proteina heteréloga, foi conferida sua
labilidade. Apos 24 horas de incubagdo, a rCDJARA se degradava quase que
totalmente, gerando um produto de aproximadamente 15 kDa. Este resultado ¢
compativel com o achado de que o dominio metaloprotease da Jararagina (Paine et
al., 1992) ndo foi isolado, at¢ o momento, do veneno da serpente. Usami et al.,
(1994) demonstram o processo de autdlise que sofre a Jararagina ao nivel dos
residuos 209 e 210 da proteina madura, gerando duas proteinas, uma consistente no
dominio metaloprotease e outra consistente nos dominios desintegrina/rico em
cisteinas, denominada Jararagina-C. Estes autores isolaram com sucesso a
Jararagina-C, indicando que possivelmente o dominio catalitico sofre rapida autolise
o que tem impedido seu isolamento a partir do veneno. Adicionalmente, estudos
feitos no nosso laboratério com svMPs da classe P-I recombinantes, Pro-ACLF e
ACLF, determinaram a ocorréncia de autolise nestas proteinas (Selistre-de-Aratijo et
al., 2000; Ramos et al., 2003).

Como a proteina foi expressa na forma ndo zimogénio, ou seja, sem o
pré-dominio, o processo de ativacdo foi obviado, esperando-se que apos a etapa de

re-enovelamento, a rCDJARA, se encontrasse ativa. O sucesso do re-enovelamento,
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entdo, foi seguido pela deteccdo de atividade proteolitica desta proteina heterdloga
sobre o fibrinogénio. O fibrinogénio ¢ uma proteina que participa do processo de
formacgdo do coagulo de fibrina, na coagulacio sangiiinea. Este substrato contem trés
cadeias (a,p € 7). A rCDJARA degrada parcialmente as cadeias o e 3, ap6s 4 horas
e as 24 horas, as degrada completamente . A Jararagina nativa cliva a cadeia a e J3,
apds uma hora de incubagao e as degrada completamente apds 24 horas.

A atividade destas proteinas também foi testada sobre substratos da matriz
extracelular, como fibronectina, que ¢ uma proteina heterodimérica. A rCDJARA
cliva a subunidade maior ap6s 24 horas de incubagdo, enquanto que, a Jararagina
nativa produz o mesmo efeito apds uma hora de reagdo. Sobre o coldgeno tipo I, um
componente da matriz extracelular, nem a Jararagina nativa, nem a rCDJARA,
mostraram efeito proteolitico.

Adicionalmente, a atividade proteolitica das enzimas recombinante e
nativa foi testada sobre o colageno tipo IV, um substrato da matriz extracelular, que
se encontra formando parte da ldmina basal do endotélio vascular. A rCDJARA nao
mostrou nenhuma atividade sobre o coldgeno tipo IV ap6s 24 horas de incubacgao,
enquanto que a Jararagina nativa clivou efetivamente este substrato apos deste
periodo de reagdo.

Peptideos sintéticos derivados da cadeia beta da insulina sdo
freqlientemente usados para ensaios de determinacdo de sitios de clivagem das
svMPs (Bjarnason e Fox, 1994; Trummal ef al., 2000). Neste trabalho, as proteinas
recombinante e nativa hidrolisaram o substrato de fluorescéncia apagada, Abz-
LVEALYQ-EDDnp, com evidentes diferencas entre os pardmetros cinéticos das

enzimas recombinante ¢ nativa. Também foram observadas diferengas evidentes nos

95



Discussdo

ensaios de atividade proteolitica sobre fibrinogénio, fibronectina e colageno tipo IV.
A falta de glicosilagdo na proteina recombinante pode ser uma explicagdo para esta
disparidade. Muitos estudos tem mostrado que em alguns casos o volume
hidrodinamico ocupado pelas cadeias do agticar é enorme (Perkins ef al., 1988; Hart,
1992), por isso, ¢ postulado que, na Jararagina, a glicosilagdo ¢ essencial para a
conformag¢do e o enovelamento protéico, como previamente descrito para outros
glicoconjugados (Elbein, 1991; Hart, 1992). Os residuos do oligossacarideo
incrementam a exposi¢do do sitio de ligacdo da enzima ao seus respectivos ligantes
ou adiciona estabilidade através de interacdes secundarias entre enzimas e ligantes,
como previamente demonstrado em outros modelos (Takeuchi and Kobata, 1991;
Veiga et al, 1995). Reforcando estes achados, foram reportadas mudangas na
especificidade proteolitica da Rodostoxina apods sua deglicosilagdo, o que sugere que
este processo, presumivelmente, causa modificagdes na interagdo entre a
Rodostoxina e relevantes substratos na membrana (Tan ef al., 1997).

Adicionalmente, as diferencas enzimaticas entre as proteinas
recombinante e nativa, podem indicar que nem todas as moléculas atingiram a
apropriada conformacdo durante o re-enovelamento. Estes resultados ndo sdo
surpreendentes, ja que, o enovelamento de proteinas globulares com pontes disulfeto,
¢ um processo complexo (Futami e al., 2000), o que pode ser um limitante para
obter proteinas ativas, além de que a conformagdo nativa pode ser auxiliada pelas
ligagdes com o glicano (Varki, 1993).

Diferencas entre a Jararagina nativa e a rCDJARA, também podem ser

devidas a presenca do dominio desintegrina na Jararagina, que ajuda na modulagdo
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da especificidade catalitica para substratos da matriz extracelular segundo Jeon e
Kim, (1999).

A atividade hemorragica das proteinas nativa e recombinante foi testada
sobre pele de camundongos segundo a metodologia de Johnson et al., (1993). A
Jararagina nativa (5 pg), demonstrou atividade hemorragica evidente, enquanto que a
rCDJARA, ndo causou nenhum tipo de lesdo hemorragica, mesmo em
concentragdes 30 vezes maiores (150 pg) do que a usada com a nativa neste trabalho
e 150 vezes maiores que a MHD (Dose Hemorragica Minima) da Jararagina (que €
de 1 pg).

Segundo Paine et al., (1992) aproximadamente 10% da massa molecular
da Jararagina madura ¢ atribuida a glicosilagdo. A andlise da seqiiéncia de
aminodcidos da Jararagina nativa utilizando a ferramenta SCAN PROSITE

(http://us.expasy.org/tools/scanprosite/), mostrou um unico sitio potencial de

glicosilagao, localizado C-terminalmente no dominio catalitico. A seqiiéncia motivo
¢ NCSY. Este motivo também esta presente em outras hemorraginas, tais como, a P-
I, ACLH (Selistre-de-Aratjo e Ownby, 1995) e as P-III Rodostoxina (Ponnudurai et
al., 1993, ¢ HR1B (Kishimoto ¢ Takahashi, 2002).

Muitas metaloproteases de venenos de serpentes contem potenciais sitios
de glicosilagdo N-ligados, tais como a Proteinase H (Anderson e Ownby, 1995),
HR2A (Miyata et al., 1989), Atrolysin A (Hite et al., 1994), H2-proteinase (Takeya
et al, 1989) e LHFII (Sanchez ef al., 1991). Apesar de serem potencialmente N-
glicosilados, a fun¢do e estrutura dos glicoconjugados destas metaloproteases de
veneno sdo desconhecidas. A remog¢do enzimatica dos glicanos da Rodostoxina, a

principal hemorragina do veneno da Calloselasma rhodostoma, nao reduz sua
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atividade hemorrégica sobre pele de camundongo (Chung et al., 1996). Em contraste,
o tratamento com N-glycosidase F, bloqueou completamente a atividade hemorragica
de duas metaloproteases altamente hemorragicas de 68 e 62 kDa, purificadas do
veneno da Crotalus viridis viridis (Li et al., 1993). Depois da N-deglicosilacao
quimica ou enzimatica do veneno da aranha Loxosceles intermedia, nao se
evidenciaram mudangas nem na atividade trombocitopénica, nem na atividade
proteolitica sobre fibrinogénio e fibronectina, do veneno. Em contraste, sua atividade
gelatinolitica foi fortemente reduzida para um efeito residual depois da
deglicosilagdo enzimatica (Veiga et al., 1999).

Para contribuir a um melhor entendimento do papel da glicosilagao na
atividade hemorragica, foi testado o efeito do tratamento com PNGase F sobre a
atividade hemorragica da Jararagina nativa. Apos a reacdo com esta deglicosidase,
uma variacdo de aproximadamente 10% na mobilidade no gel de poliacrilamida,
indicou que a N-deglicosilagdo tinha acontecido. Apos este tratamento, a proteina
nativa perdeu sua habilidade para induzir hemorragia. Devido ao fato de que a
enzima foi incubada por 24h a 37°C, este efeito poderia ser somente uma
conseqliéncia da degradagdo por autolise desta proteina. Para descartar esta
possibilidade foi montado um controle utilizando a mesma quantidade de proteina,
incubada nas mesmas condi¢des da reacdo de deglicosilagdao, mas, sem a adigdo da
enzima PNGase F. Este controle demonstrou uma capacidade hemorragica de
aproximadamente 50% da evidenciada para a Jararagina nativa ndo incubada, no
entanto, a atividade hemorragica estava presente, indicando que a falta de atividade
da enzima deglicosilada ndo era devido a sua auto-degradacdo. Resultados

semelhantes foram obtidos com a ACLH, uma P-/ isolada do veneno de Agkistrodon
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contortrix laticinctus (Selistre-de-Aratjo ¢ Ownby, 1995). Tanto a ACLH
deglicosilada, quanto a ACLH recombinante (expressa em bactéria), perderam sua
habilidade para induzir hemorragia, enquanto que o controle da proteina apos a
incubacdo manteve 100% da sua atividade hemorragica sobre pele de camundongos
(Garcia et al., 2004, artigo in press). As proteinas glicosilada e deglicosilada ndo
mostraram diferengas na sua atividade proteolitica sobre fibrinogénio. Estes
resultados sugerem, fortemente, a existéncia de uma relagdo direta da glicosilagao
sobre a atividade hemorragica, talvez incrementando a eficiéncia enzimatica. Parece
provavel que a propriedade hemorragica desta hemorragina, a Jararagina, seja
dependente de modificagdes poés-traducionais, enquanto que sua atividade

proteolitica ndo ¢ completamente dependente de tais modificacdes.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho ¢ descrita a expressdo em bactéria do dominio catalitico da
Jararagina (uma svMP da classe P-III), proteoliticamente ativa, a rCDJARA. O
sistema de expressdao em Escherichia coli foi selecionado principalmente porque
carece de modificagdes pos-traducionais, o que permite utilizar este método como
uma técnica in vivo, para o estudo da influéncia da glicosilagao na atividade protéica.
Neste estudo, foi pesquisada a influéncia de ditas modificagdes no efeito proteolitico
¢ hemorragico de uma das mais estudadas svMPs, a Jararagina, uma hemorragina
isolada do veneno de Bothrops jararaca.

A rCDJARA ndo demonstrou efeito hemorragico sobre pele de
camundongo, enquanto que sua atividade proteolitica sobre fibronectina e
fibrinogénio foi preservada.

Diferengas significativas entre as atividades proteoliticas das proteinas
recombinante e nativa foram evidenciadas, em todos os diversos substratos
utilizados. Estas disparidades provavelmente sejam devidas ao efeito da falta de
glicosilagdo e do dominio desintegrina, na proteina recombinante, o que determina
diminui¢do nas interagdes enzima-ligando e alteragdes na especificidade proteolitica,
entre outros. Adicionalmente, o processo de enovelamento correto pode ser

favorecido pela presencga de residuos de carboidratos no glicoconjugado.
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Parece provavel que, a propriedade hemorragica da Jararagina, ¢
dependente de modificagdes pods-traducionais, enquanto que sua atividade

proteolitica ndo ¢ completamente dependente de tais modificagdes.
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