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Apresentacao

A peconha ofidica € constituida principalmente por proteinas, as quais
apresentam uma ampla variedade de propriedades bioquimicas, servindo como
uma rica fonte de estudos nos mecanismos de envenenamento, na relacao
estrutura-funcéo destas biomoléculas e em diversos processos fisioldgicos.

Uma das classes de proteinas que estdo presentes na constituicdo da
peconha bruta sdo as serinoproteases. Estas proteinas sédo capazes de interferir
em diversos pontos da hemostasia, se tornando assim ferramentas importantes
nos estudos de desordens hemostaticas. Diversas serinoproteases foram
utilizadas em estudos ou até mesmo como modelos na sintese de farmacos.

No entanto, um dos maiores empecilhos na utilizacdo destas proteinas é a
sua obtencédo em quantidades adequadas, uma vez que a purificacdo da peconha
ofidica € um processo arduo e que muitas vezes gera um rendimento baixo de
proteinas puras. Isso sem mencionar que a extracdo da peconha bruta causa um
estresse significativo nas serpentes. Dessa forma, técnicas alternativas para
obtencdo de proteinas isoladas e em larga escala se tornaram um objetivo de
inlmeros pesquisadores.

As técnicas de expressdo heterdloga de proteinas se destacaram por
permitir uma obtencéo facilitada e em larga escala, utiizando organismos mais
simples de se manipular. Assim, iniUmeras proteinas vém sendo expressas por
técnicas de biologia molecular nos dltimos anos, utilizando bactérias e leveduras
como hospedeiros alternativos.

Neste trabalho, o objetivo foi obter e caracterizar bioguimicamente uma
serinoprotease da peconha da serpente B. pauloensis no sistema de expressao
heter6loga em levedura metilotréfica Pichia pastoris.

A dissertacao foi elaborada de acordo com as normas do Programa de
Pds-graduacdo em Genética e Bioquimica e a formatacao esta de acordo com as
normas vigentes da ABNT. No capitulo 1 esta apresentada uma fundamentacao
tedrica a respeito do trabalho realizado, com explicagdes sobre os componentes
da peconha de serpentes, as propriedades, caracteristicas e importancia das

serinoproteases, além de uma abordagem sobre o desenvolvimento de técnicas
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de biologia molecular. No capitulo 2 apresentamos a clonagem, a expressao e
caracterizacdo bioquimica parcial de uma serinoprotease thrombin-like,

denominada rBpSP-Il da peconha de B. pauloensis.

Presentation

Snake venom represents a rich source of proteins compounds which have a
wide variety of biochemical properties. Those components may serve as tools to
understand the mechanisms of poisoning, to study the structure-function of those
biomolecules and to explore various physiological processes.

A class of proteins that are present in the constitution of the crude venom is
the serine proteases. These proteins are able to interfere at different points in
hemostasis, thus becoming important tools in studies of hemostatic disorders.
Serine proteases have been used in various studies or even as templates in the
synthesis of new drugs.

However, one of the major obstacles in the use of these proteins is its
production in appropriate amounts, since the purification of ophidian venom’s is a
laborious process and often produces a low yield of pure proteins. In addition, the
extraction of crude venom normally causes significant stress in snakes.
Consequently, alternative techniques to obtain pure proteins in large scale have
become a goal of many researchers.

The technique of heterologous protein expression has emerged in the last
years and has been used as methodology to overcome those obstacles. This
strategy allows a facilitated large-scale acquisition of pure proteins using simpler
organisms to manipulate. Thus, many proteins have been expressed by molecular
biology techniques in recent years using bacteria and yeast as alternative hosts.

The objective of this work was to obtain and characterize biochemically one
serine protease from the venom of the snake B. pauloensis using heterologous
expression system with the methylotrophic yeast Pichia pastoris.

The dissertation was prepared according to the standards of the Graduate
Program in Genetics and Biochemistry and the format is in accordance with the

standards of ABNT Program. A theoretical framework about the work is presented
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in Chapter 1 including explanations about the snake venom(apostrophe)s
components and the importance of serine pretease, its properties and
characteristics. . Furthermore, it is discussed in this chapter the strategies and
approaches concerning molecular biology techniques. . The cloning, expression
and partial biochemical characterization of a thrombin-like serine protease, named

rBpSP-Il from the venom of B. pauloensis is presented in Chapter 2



Capitulo 1

Fundamentacao teorica



Introducéo.

COMPONENTES DA PECONHA OFIDICA

As peconhas ofidicas sdo compostas por moléculas biologicamente ativas
com a funcdo de matar ou enfraquecer suas presas. As serpentes da familia
Viperidae apresentam diversas toxinas proteoliticas em sua peconha, as quais
desempenham ac¢fes em diversos aspectos fisiolégicos (SANCHEZ et al., 2007).
Varios desses componentes estimulam ou inibem o mecanismo hemostatico,
incluindo a cascata de coagulacdo sanguinea, fibrindlise, hipotensédo, integridade
vascular e funcdo plaquetaria (MARKLAND, 1998; HIGUCHI et al., 2007,
SANCHEZ e SWENSON, 2007).

As espécies do género Bothrops sédo responsaveis por mais de 90% dos
acidentes ofidicos registrados em territorio brasileiro (BELLO et al., 2006). A
peconha destas serpentes tem sido alvo de pesquisadores que almejam
compreender a acao sistémica do envenenamento e a aplicacdo biotecnolégica
de seus constituintes (SWENSON E MARKLAND, 2005; RAMOS E SELISTRE-
DE-ARAUJO, 2006; GOMES et al., 2011). Os acidentes botrépicos tém como
caracteristica danos teciduais como hemorragias, necroses e edemas, além de
alteracbes na coagulacdo sanguinea devido a sua interacdo com os fatores da
cascata de coagulacdo (GUTIERREZ E LOMONTE, 1989; CAMEY et al., 2002;
WHITE, 2005).

Na constituicdo das pec¢onhas ofidicas, podemos encontrar diferentes tipos
de enzimas proteoliticas que podem ser classificadas de acordo com a sua
caracteristica funcional e por sua interferéncia na hemostasia. As proteinas
procoagulantes possuem capacidade de ativacao de alguns fatores da cascata de
coagulacdo sanguinea ou em alguns casos possuem acdo similar a trombina,
sendo muitas vezes denominadas proteinas “trombin-like”. As proteinas
anticoagulantes apresentam capacidade de inibir a coagulacdo, seja por meio da
formacdo do complexo IX/X ou por inibicdo de fatores da cascata de coagulacao
sanguinea, tais como a trombina. As enzimas fibrinogenoliticas sdo as proteases
capazes de degradar o fibrinogénio e/ou a fibrina e também as proteinas

ativadoras de plasminogénio (WHITE, 2005). Tais componentes também sao
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classificados de acordo com a sua estrutura. Dentre elas estéo as fosfolipases Ay,
L-aminoacido oxidases, metaloproteases e serinoproteases, enquanto outras, tais
como desintegrinas e lectinas tipo-C, ndo possuem atividade enzimatica
(MARKLAND, 1998; JIANG etal, 2009).

SERINOPROTEASES

As enzimas proteoliticas participam de diversos processos bioldgicos, tanto
como catalisadores inespecfficos de degrada¢do quanto como agentes altamente
especificos para o controle de eventos fisiologicos (NEURATH, 1984). Estas
enzimas sao agrupadas de acordo com similaridades na sequéncia e estrutura e
organizadas em um banco de dados denominado MEROPS. O sistema de
classificacao utilizado neste banco de dados agrupa as peptidases em clas de
acordo com o0 seu mecanismo catalitico e agrupa em familias com base na
ancestralidade comum. Até 2011, ja haviam sido depositadas 192.053 sequéncias
de peptidases, classificadas em 44 clas e 225 familias (RAWLINGS & BARRET,
2012).

As enzimas proteoliticas da classe das serinoproteases possuem mais de
26.000 sequéncias depositadas, sendo agrupadas em 13 clas e 40 familias. Estas
enzimas sao amplamente distribuidas na natureza, estando presente em diversos
organismos. O termo serinoprotease veio da presenca de um residuo de
aminoacido Ser nucleofilico no sitio ativo da enzima, responsavel pelo ataque ao
grupo carbonil do substrato. O perfil nucleofilico do sitio ativo das serinoproteases
geralmente depende da triade de aminoacidos Asp-His-Ser (Figura 1), sendo

observada pela primeira vez na estrutura da enzima quimotripsina (BLOW, 1969).
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Figura 1: A triade catalitica da quimotripsina (cédigo PDB 4CHA). Fonte: Polgar, 2005.

Muitas vezes as serinoproteases apresentam um mecanismo mais simples
onde uma Lys ou His pareia com a Ser catalitica, enquanto outras apresentam um
mecanismo onde um par de His se combinam ao residuo de Ser nucleofilico para
realizar a catalise. Em praticamente todos esses tipos de mecanismos, o residuo
de Ser do sitio ativo pode ser inativado por inibidores tais como o PMSF e DIFP
(PAGE & DI CERA, 2008).

Tabela 1: Estrutura e mecanismo catalitico das serinoproteases conhecidas. Fonte: Page & Di
Cera, 2008

Clan Families Representative member Fold Catalytic residues  # Primary specificity PDB

PA 12 Trypsin Greek-key [i-barrels  His, Asp, Ser 195 A DEGEKQRWY 1DPO
SB 2 Subtilisin, sedolisin 3-layer sandwich Asp, His, Ser 221 EWY 18CN
sC 2 Prolyl oligopeptidase a/fi hydrolase Ser, Asp, His 554 G.P 10FS
SE 6 D-Ala-D-Ala carboxypeptidase  a-helical bundle Ser, Lvs 62 DA 3PTE
SF 3 LexA peptidase all p Ser. Lys/His 119 A 1JHH
SH 2 Cytome galovirus assemblin a/fi Barrel His, Ser, His 132 A 1LAY
ST 1 Lon peptidase a+f Ser, Lys 679 K.L.M.R.S 1RRY
SK 2 Clp peptidase aff Ser, His, Asp 97T A ITYF
SP 3 Nucleoporin all 3 His, Ser na F 1KO6
SO 1 Aminopeptidase DmpA 4-layer sandwich Ser 250 A GEK.R 1B63

SR 1 Lactoferrin 3-layer sandwich Lys, Ser 25 K.R 1LCT
S8 14 L.D-Carboxypeptidase f-sheet + [i-barrel Ser, Glu, His 115 K 1ZRS
ST 5 Rhomboid a-barrel His, Ser 201 D.E 2108

A variety of catal ytic units have arisen to assist the requisite nucleophilic Ser. #=residue acting as nucleophile. *Seven additional families
inclan PA of viral orgin apply a nucleophilic Cys to mediate bond hydrolysis.



Estudos envolvendo enzimas digestivas como a tripsina e a quimotripsina
revelaram que estas enzimas clivam a cadeia polipeptidica na porcdo C-terminal
de residuos com cadeia lateral carregada positivamente (Arg ou Lys) ou residuos
hidrofébicos (Phe, Trp, Tyr). A maioria das enzimas do cla PA apresentam
caracteristicas semelhantes a tripsina, que utiliza a triade catalitica para clivar
seletivamente a cadeia lateral da Arg, embora existam algumas excecles
(POLGAR, 2005). O mecanismo de catalise da quimotripsina € realizado através
de uma ligacdo de hidrogénio entre os residuos Asp-102 e His-57 (posi¢des na
molécula de quimotripsina), o que leva a abstracdo de um préton do residuo Ser-
195 e resulta em um poderoso aminoacido nucleofilico (CRAIK et al., 1987,
SPRANG et al., 1987; HEDSTROM, 2002; POLGAR, 2005).

A ativacdo de grande parte das serinoproteases semelhantes a
quimotripsina (familia S1), demandam o processamento proteolitico de um
precursor sintetizado na forma de zimogénio (NEURATH, 1957). As proteinas
precursoras séo clivadas para a sua ativacdo em lugares idénticos em todos os
membros da familia S1, entre os residuos 15 e 16 (posices na molécula de
quimotripsina). A nova por¢ao N-terminal gerada pela clivagem induz alteragtes
conformacionais levando a formacdo de wuma interacdo eletrostatica
intramolecular, onde o residuo de Aspl94 estabiliza tanto o sitio de ligacao de
substrato quanto a regido do oxianion. A estabilizacdo da proteina madura se da
pela formacéo de 3 a 6 pontes dissulfeto distribuidas pela estrutura tridimensional.
A ativacdo de zimogénios configura um eficiente mecanismo regulatorio onde a
enzima pode exercer sua funcdo no momento fisiologico adequado, evitando uma
ativacdo prematura. Tais propriedades derivam da estrutura de enovelamento da
quimotripsina, sendo fundamental em diversos processos biolégicos (PAGE & DI
CERA, 2008).



SERINOPROTEASES DE PECONHA

As serinoproteases de peconha de serpente (SVSPs — Snake Venom
Serine Proteases) sao classificadas como integrantes do cla PA, famiia S1
(quimotripsina) e pertencentes a subfamilia A. S&o sintetizadas como zimogénios
e apresentam uma cadeia peptidica Unica e massa molecular variando entre 26 e
67 kDa de acordo com a quantidade de sitios de glicosilacdo que permitem a
associacao de carboidratos a sua estrutura. Tais proteases estdo presentes
principalmente em peconhas de serpentes terrestres, como as familias Crotalidae,
Elapidae, Colubridae e Viperidae, sendo que nesta Ultima a quantia de
serinoproteases corresponde a cerca de 20% do total de proteinas presentes na
peconha bruta. As SVSPs apresentam a regido catalitica (His57, Aspl02 e
Serl95) altamente conservada e em geral, sdo caracterizadas por sua
capacidade de gerar desordens hemostéticas, interferindo em diversos pontos da
cascata de coagulacdo sanguinea, tanto por protedlise quanto por ativacao ou
inibicdo de fatores envolvidos no processo de coagulacao e fibrindlise (BRAUD et
al., 2000; SERRANO & MAROUN, 2005; SERRANO, 2013).

Andlises por meio da determinacdo da estrutura primaria ou do
sequenciamento do cDNA, forneceram informacdes Uteis para a compreensdo da
estrutura das SVSPs evidenciando uma grande homologia entre elas. Em comum,
todas apresentam um mecanismo catalitico que envolve um residuo de Ser
altamente reativo fundamental para a formacdo do complexo intermediario acil-
enzima, o qual é estabilizado pela presenca de residuos de His e Asp no sitio
ativo. Estas proteases apresentam também 12 residuos de Cys na sua cadeia,
sendo que 10 destes estdo envolvidos em ligagbes dissulfeto essenciais para a
manutencdo da estrutura tridimensional e sdo sensiveis a compostos
organofosforados como DIFP e PMSF (BARRET & RAWLINGS, 1995; ITOH et
al., 1987; SERRANO, 2013).



THROMBIN-LIKE

Algumas serinoproteases de peconhas ofidicas apresentam funcbes
semelhantes a trombina, portanto tais toxinas passaram a ser chamadas de
Snake Venom Thrombin-Like Enzymes (SVTLES) ou apenas “thrombin-like”.
Apesar da semelhanca e do alto grau de conservagdo da sequéncia de
aminoacidos no sitio ativo das SVTLEs em relacdo a trombina, existem algumas
diferencas entre a especificidade da atividade catalitica sobre o fibrinogénio.
Apenas algumas SVTLEs séo capazes de clivar as cadeias Aa e Bf do
fibrinogénio, liberando fibrinopeptideos A (FpA) e fibrinopeptideos B (FpB)
respectivamente, como demonstrado na figura 2. A maioria das SVTLEs cliva
preferencialmente uma das cadeias do fibrinogénio (PIRKLE, 1998; MARKLAND,
1998; MATS Ul etal., 2000; BORTOLETO et al., 2002).

A~

SVTLE-B
Thrombin

SVTLE-A SVTLE-AB

Figura 2: Comparac&o dos padrfes cataliticos das SVTLEs e da trombina sobre o fibrinogénio. Os

simbolos a, B e y representam as cadeias do fibrinogénio, enquanto que as letras A e B

representam os fibrinopeptideos liberados pela hidrélise. Fonte: Castro et al., 2004.

A degradacgéao das cadeias do fibrinogénio desencadeia a formagéo de um
coagulo “frouxo”, que é rapidamente degradado por fibrindlise in vivo. O aumento
da fibrindlise leva a uma reducdo no estoque de fibrinogénio endégeno, o que
torna as SVTLESs ideais como agentes antitrombaéticos e anticoagulantes (BRAUD
et al., 2000; DA ROCHA & FURTADO, 2005). As SVTLEs sao capazes de atuar
de diversas maneiras sobre o sistema hemostatico (Figura 3), podendo também
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atuar em outros processos, como nos sistemas complemento, nervoso e renal
(TORRENT et al., 2007). As SVTLEs vém sendo a algum tempo pesquisadas,
principalmente devido ao grande potencial apresentado para a terapia de
desordens hemostaticas, incluindo infarto do miocéardio, isquemia aguda
(KORNALIK, 1985; MARKLAND, 1998).

A presenca de SVTLEs na corrente sanguinea aumenta a hidrélise de
fibrinogénio, produzindo coagulos frouxos facilmente dissolvidos pelo sistema
fibrinolitico e pelo fluxo sanguineo, diferente da trombina que produz coagulos
firmes e resistentes. Com isso, ocorre uma reducdo no estoque de fibrinogénio “in
vivo”, causando efeito anticoagulante e desfibrinogenante, que por consequéncia
reduz a viscosidade do sangue e melhora do fluxo sanguineo (MARKLAND, 1998;
HENRIQUES et al., 2004).

I Intrinsic pathway I I Extrinsic pathway I
| [Kaliicein ]
[ar] —— [xa] | |
l Kininogen T» Bradykinin
Da]— - l
l Kallikrein-like enzymes
[x ] —> [xa | [vite «———[ i ]

>
Factor VIl activators
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_,[Viiia \{ Sonl|FiL N
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-
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, - :
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Zis Prothrombin Thrombin l.—]
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/ Brothrombli ; Ve Fibrinogenases
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Figura 3: Esquema da cascata de coagulacdo sanguinea, vias fibrinoliticas e agregacgéo

plaquetaria, com os sitios de atuagdo das SVSPs. Fonte: Serrano, 2013.

Algumas enzimas com efeito desfibrinogenante sdo bastante conhecidas,

como por exemplo a Ancrod (Knoll, Ludwigshafen, Alemanha) isolada de
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Callosellasma rhodostoma e a Batroxobina (Reptilase, Pentapharm, Basel, Suica)
isolada da peconha de Bothrops atrox. Ambas as enzimas tém sido usadas em
pacientes com trombose de veias profundas, infarto do miocéardio e trombose
arterial periférica (STOCKER & BARLOW, 1976; YU etal., 2007).

Um exemplo de aplicacdo das SVTLEs € a “cola de fibrina”, que atua como
um selante para tecidos. A “cola de fibrina” é constituida a partir de fibrinogénio,
trombina e ions calcio, sendo que o seu mecanismo de acdo é simular a
coagulacdo interrompendo o0 extravasamento sanguineo. Em presenca de
trombina e ions calcio, as moléculas de fibrinogénio sofrem protedlise e séo
convertidas em mondmeros de fibrina. A “cola de fibrina” pode ser utilizada como
agente hemostatico em varios procedimentos, tais como em cirurgias
cardiotoracicas, reconstituicdo de tecidos em cirurgias plasticas, em cirurgias
ortopédicas, em neurocirurgias e em técnicas de cirurgias oftalmologicas, além de
muitos outros procedimentos cirargicos. Uma vez aplicado no paciente, a cola é

aos poucos reabsorvida por fibrindlise. (WANG, 1995).

BIOLOGIA MOLECULAR

Em funcéo do significativo crescimento da demanda por tais proteinas com
potencial terapéutico, se tornou necessario que fossem criados métodos mais
eficazes de obtencdo destas moléculas de interesse. Com isso, houve um
significativo crescimento na area de expressdao de proteinas heterdlogas,
reduzindo assim a necessidade de se atravessar os dificeis passos da purificacdo
dessas biomoléculas em sua forma nativa. Diversos avangcos foram alcancados
na engenharia de bioprocessos no decorrer dos anos, sempre buscando sistemas
de producédo de alto rendimento e que fossem economicamente viaveis quando
comparados com os métodos de obtencdo tradicionais. No ano de 2004, o
mercado global para proteinas recombinantes com fins terapéuticos estava
avaliado em 44 bilhdes de dolares com a expectativa de atingir a marca de 70
bilhdes até o fim de 2010 (PAVLOU, 2004).
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Por muito tempo a espécie de bactéria Escherichia coli foi usada como o
principal organismo hospedeiro em sistemas de expressdo de proteinas
heterélogas, fato atribuido principalmente pela simplicidade de manipulacéo de tal
organismo. Porém, proteinas derivadas de genomas eucariéticos, nao eram
devidamente expressas neste sistema, ja que tal organismo ndo apresenta as
estruturas celulares necessérias para o correto processamento de proteinas que
necessitem de modificagcbes pos-traducionais. Uma grande variedade de
proteinas que ndo sao corretamente expressas em E.coli, foram
subsequentemente expressas na levedura metilotrofica Pichia pastoris com
resultados satisfatérios tanto em rendimento quanto em funcionalidade da
proteina recombinante expressa (DALY & HEARN, 2005).

O sistema de expressédo de proteinas heter6logas em Pichia pastoris é um
dos mais amplamente estudados e utilizados para o uso industrial. Dentre as
diversas vantagens em se utilizar esse sistema podemos citar a alta capacidade
de regulacdo pelo promotor induzido por metanol (alcool oxidase 1 (pAOX1)), a
sua capacidade de secretar proteinas, a habilidade de promover modificacdes
pos-traducionais e a preferéncia pelo crescimento respiratério ao invés do
fermentativo (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; COS et al., 2006). O genoma
da P. pastoris é relativamente facil de manipular devido a diversidade de kits de
expressao disponiveis no mercado, sendo possivel até mesmo direcionar a regiao
de secrecdo das proteinas através de peptideos sinais, facilitando assim a
recuperacdo das proteinas nos passos de purificacéo (IDIRIS et al., 2010) (Figura
4).
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Figura 4: Sintese e secre¢do proteica em células de organismos eucariontes. As vias e 0s
principais processos metabdlicos das proteinas secretadas estdo demonstrados, incluindo passos

nao produtivos como degradacao e agregacédo. Fonte: Graf et al., 2009.

No entanto, o rendimento na producdo de proteinas heterélogas pode ser
afetado por diversos fatores. A andlise do gene a ser inserido no novo organismo
é crucial, uma vez que os codons utilizados, bem como a quantidade de guanina
e citosina presentes na sequéncia génica a ser inserida, podem interferir no
rendimento da inducéo proteica. A presenca de sitios de clivagem ou glicosilacao
na proteina a ser expressa também se mostrou um interferente no rendimento
final. Para um melhor resultado, hoje sdo utilizadas otimizacbes na sequéncia de
nucleotideos a ser sintetizada, utiizando co6dons com melhor eficacia
(GUSTAFSSON et al., 2004; SINCLAIR et al., 2002). Alguns fatores relacionados
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a linhagem de levedura utilizada para a expressdo, promotores e numero de
copias do gene também influenciam no nivel de expressdo (MACAULEY-
PATRICK et al., 2005). As condic¢fes fisico-quimicas da cultura sdo importantes
fatores interferentes do rendimento da expresséo, sendo fundamental o controle
da temperatura e do pH do meio de inducdo (COS et al., 2006).

Em geral, culturas de expressdo em P. pastoris sdo realizadas em meio
com pH variando entre 3 a 7, pois valores de pH diferentes podem afetar a
estabilidade da proteina a ser expressa e causar a precipitacdo dos sais
presentes no meio de indugcdo, embora ndo interfiram na capacidade de
crescimento celular da levedura (JAHIC, 2003). Além disso, apesar do organismo
P. pastoris possuir uma temperatura 6tima de crescimento de 30 °C, temperaturas
mais baixas na fase de inducédo, variando até 15 °C, ainda se mostram eficientes
na expressao da proteina heter6loga sem afetar significantemente o crescimento
celular. A realizagcdo da fase de indugdo com temperaturas mais baixas se
mostrou ainda mais eficiente ao proporcionar o aumento do rendimento final de
proteinas recombinantes expressas e a reducdo da atividade proteolitica das
enzimas de Pichia pastoris (WU, 2008; POTVIN et al., 2010).

Sendo assim, as técnicas de biologia molecular, como a de expresséo
heter6loga em leveduras, se mostram promissoras em estudos de obtencdo em
larga escala de proteinas modelo com potencial terapéutico. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi a clonagem, expressédo e caracterizacéo
bioquimica parcial de uma serinoprotease thrombin-like recombinante da glandula

de peconha da serpente Bothrops pauloensis.
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Capitulo 2



RESUMO

A peconha de serpente é composta por uma diversidade de biomoléculas com
inimeras acgdes sobre os processos fisiolégicos. As serinoproteases Sao um
grupo de proteases presentes na constituicdo da peconha, capazes de interferir
em diversos pontos da hemostasia. Algumas serinoproteases possuem atividade
semelhante a trombina, o que as tornam alvos de interesse no desenvolvimento
de agentes terapéuticos no tratamento de desordens hemostéaticas. Neste estudo,
uma serinoprotease thrombin-like recombinante denominada rBpSP-II foi obtida a
partir do cDNA da glandula da peconha da serpente Bothrops pauloensis e
caracterizada bioguimicamente. O cDNA correspondente a rBpSP-IlI foi clonado
no vetor pPICZoA e inserido na levedura metilotréfica Pichia pastoris KM71H para
a realizacdo da expressdo heter6loga. Esta enzima apresentou banda Unica
guando analisada em SDS-PAGE com massa molecular aproximada de 44.5 kDa
sob condi¢cdes redutoras. A rBpSP-Il apresentou atividade coagulante sobre
plasma bovino e atividade proteolitica sobre o fibrinogénio, clivando
preferencialmente a cadeia Ao. A avaliacdo da atividade da rBpSP-Il sobre
substratos cromogénicos demonstrou que a enzima possui atividade thrombin-like

devido a sua capacidade de hidrolisar o substrato da trombina.

Palavras-Chave: Bothrops pauloensis, peconha de serpente, thrombin-like,

serinoprotease, expressao heterdloga.
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ABSTRACT

The snake venom is composed by a diversity of biomolecules with many actions
on physiological processes. The serine peptidases are a group of proteases
present in the constitution of the venom, capable of interfering on several points of
hemostasis. Some serine peptidases has thrombin-like activity, what makes them
targets on the development of therapeutics agentes on the treatment of many
hemostatic disorders. In this study, a recombinant thrombin-like serine peptidase
called rBpSP-Il was obtained from the cDNA of the venom gland of the snake
Bothrops pauloensis and biochemically characterized. The cDNA correspondent to
rBpSP-Il was cloned on the pPICZaA vector and inserted on the methylotrophic
yeast Pichia pastoris KM71H for the heterologous expression. This enzyme
showed single band when analised on SDS-PAGE with approximated molecular
mass of 44,5 kDa under reducing conditions. The enzyme rBpSP-Il showed
clotting activity on bovine plasma and proteolytic activity on fibrinogen, cleaving
exclusively the Ao chain. The evaluation of rBpSP-IlI activity on chromogenic
substrates showed that the enzyme has thrombin-like activity due to its capacity to
hydrolyze the thrombin substrate.

Keywords: Bothrops pauloensis, snake venom, thrombin-like, serine peptidase,

heterologous expression.
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1. Introducéo.

As peconhas ofidicas sdo constituidas por uma grande variedade de
moléculas biologicamente ativas, com a fun¢cdo de matar ou enfraquecer a presa.
As serpentes da familia Viperidae apresentam a peconha constituida por grandes
quantidades de toxinas proteoliticas, capazes de executar as mais variadas agfes
sobre inUmeros processos metabdlicos, incluindo os mecanismos hemostaticos
(MARKLAND, 1998; HIGUCHI et al., 2007; SANCHEZ & SWENSON, 2007).

As enzimas proteoliticas presentes nas peconhas ofidicas participam de
diversos processos bioldgicos, tanto como catalisadores inespecificos de
degradacdo quanto como agentes altamente especificos para o controle de
eventos fisiologicos (NEURATH, 1984). A classe das serinoproteases € uma das
principais classes de enzimas proteoliticas presentes na peconha de serpente.
Estudos protedbmicos com a peconha de B. pauloensis revelaram que 10% das
proteinas correspondem a classe das serinoproteases (RODRIGUES, 2012).

As serinoproteases de peconha de serpente (SVSPs — Snake Venom
Serine Proteases) séo classificadas no banco de dados MEROPS como
integrantes do cla PA, familia S1 (quimotripsina) e pertencentes a subfamilia A
(RAWLINGS & BARRET, 2012). Estas enzimas sdo glicoproteinas sintetizadas
como zimogénios e apresentam uma cadeia peptidica Unica e massa molecular
variando entre 26 e 67 kDa de acordo com a quantidade de sitios de glicosilacdo
em sua estrutura. Tais proteases apresentam a regido catalitica (His57, Asp102 e
Serl95) altamente conservada e se destacam pela capacidade de causar
desordens hemostaticas, interferindo em diversos pontos da cascata de
coagulacdo sanguinea (BRAUD et al.,, 2000; SERRANO & MAROUN, 2005;
SERRANO, 2013).

A partir de andlises de cDNA estruturais foi possivel constatar que todas as
SVSPs apresentam um mecanismo catalitico que envolve um residuo de Ser
altamente reativo fundamental para a formacdo do complexo intermediario acil-
enzima, o qual é estabilizado pela presenca dos residuos de His e Asp no sitio
ativo. As SVSPS apresentam 12 residuos de Cys na sua cadeia, essenciais para
a manutencdo da estrutura tridimensional por realizarem ligacdes dissulfetos e

tem a sua atividade proteolitica inibida por compostos organofosforados como

24



DIFP e PMSF (BARRET & RAWLINGS, 1995; ITOH et al.,, 1987; SERRANO,
2013).

Algumas destas SVSPs apresentar funcdes semelhantes a da trombina e
por esse motivo tais toxinas sdo denominadas snhake venom thrombin like
enzymes (SVTLEs). As SVTLEs sdo modelos moleculares importantes no
desenvolvimento de farmacos e agentes terapéuticos, pois além de possuirem as
principais funcdes da trombina, como a capacidade de coagular fibrinogénio, elas
sdo resistentes a inibidores fisiologicos (KORNALIK, 1985; PIRKLE, 1998;
MATSUI et al., 2000; SERRANO & MAROUN, 2005).

A obtencdo destas proteinas por muitos anos foram realizados por meio de
métodos tradicionais de purificacdo a partir da peconha bruta, o que nem sempre
resultava em quantidades suficientes de proteina para atender a demanda.
Porém, com 0s avancos nas técnicas de biologia molecular, diversos trabalhos
foram publicados apresentando vantagens na expressao heterdloga de proteinas
(MAEDA etal., 1991; YU etal., 2007).

Este trabalho teve como objetivo a clonagem, expressao e caracterizacao
bioquimica parcial de uma serinoprotease thrombin-like recombinante a partir da

biblioteca de cDNA da glandula venenifera da serpente Bothrops pauloensis.

2. Material e Métodos.

2.1. Obtencdo do gene da serinoprotease da biblioteca de cDNA de B.

pauloensis.

O cDNA tutilizado neste trabalho possui a sequéncia codificante de uma
serinoprotease thrombin-like denominada rBpSP-ll. O clone que codifica esta
enzima foi isolado a partir de uma biblioteca de cDNA da glandula da peconha de
Bothrops pauloensis armazenada a -80 °C no Laboratério de Bioquimica e
Toxinas Animais da Universidade Federal de Uberlandia (RODRIGUES et al.,
2012). A sequéncia de nucleotideos do cDNA da rBpSP-Il (BP041l) esta
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depositada no  GenBank sob ndmero de acesso GR955260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/GR955260.1 (RODRIGUES et al., 2012).

2.2. Sequenciamento e andlise de nucleotideos da rBpSP-Il.

Os clones correspondentes a rBpSP-Il obtidos da biblioteca de cDNA da
glandula de peconha da serpente Bothrops pauloensis (RODRIGUES et al., 2012)
foram sequenciados utilizando um oligonucleotideo sense especifico (5'-
AAACTCGAGAAAAGACAAAAGTCTTCTGAACTGG — 3’) desenhado a partir da
sequéncia de nucleotideos de uma serinoprotease encontrada na biblioteca de
cDNA de B. insularis (depositada no GenBank sob o nimero de acesso
AF490536.1) para obtencdo da sequéncia completa da proteina de interesse. O
sequenciamento automatico foi realizado no MEGA-BACE 1000 automated DNA
sequencer (GE Healthcare), utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare), a partir de 250 ng de cDNA modelo. A sequéncia de aminoacidos
deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos da rBpSP-II foi avaliada quanto a
identidade em relacdo as sequéncias depositadas no banco de dados
internacional GenBank por meio do algoritmo BLAST (ALTSCHUL, etal., 1997).

2.3.Clonagem e expressao da rBpSP-II.

2.3.1. Eletroforese em gel de agarose.

A eletroforese em gel de agarose a 1% foi realizada seguindo a
metodologia de Sambrook (1989), contendo brometo de etideo (0,5 g/ml) em
tampdo TAE 1X (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM, pH 8,3). A amostra foi
adicionado tampao de carregamento 6x (10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03% azul de
bromofenol, 0.03% xileno cianol FF, 60% glicerol, 60 mM EDTA) (Thermo
Scientific), sendo em seguida aplicada uma tenséo de 90 V em tampéo TAE 1X.
ApoOs o término da corrida, os géis eram analisados em um transluminador de luz

ultravioleta (UV).
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2.3.2. Amplificacdo do gene da serinoprotease rBpSP-Il.

O gene que codifica a rBpSP-Il foi amplificado por PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) a partir do vetor pPDONR-rBpSP-Il, previamente obtido da
biblioteca de cDNA da glandula de peconha da serpente Bothrops pauloensis
(RODRIGUES et al.,, 2012). A amplificacdo génica foi realizada utilizando
oligonucleotideos especificos contendo sitios de clivagem para a enzima Xhol no
sense (5- AAACTCGAGAAAAGACAAAAGTCTTCTGAACTGG — 3’) e para a
enzima Sall no antisense (5°- AAAGTCGACCGGGGGGCAAGTCGCAGTTTT —
3").

Em um microtubo de 0,2 mL foram adicionados: cDNA como molde;
tampdo de PCR 1X, MgCl, 1,5 mM, dNTP mix 0,2 mM, 10 pM oligonucleotideo
sense, 10 pM oligonucleotideo antisense, 1 U Tag DNA polimerase (Invitrogen) e
quantidade de &gua ultrapura suficiente para completar o volume final de 25 pL.
As reacOes foram realizadas em um termociclador sob as condicdes
padronizadas: 94 °C por 3 minutos para desnaturacao inicial, 35 ciclos de: 94 °C
por 1 minuto para desnaturacdo, 52 °C por 1 minuto e 30 segundos para
anelamento e 72 °C por 4 minutos para extensdo, 7 minutos a 72 °C para
completar a extensao final. Ao final das reacées as amostras foram analisadas
por eletroforese em gel de agarose 1% e armazenadas a -20 °C até o0 momento
do uso.

Os produtos de PCR amplificados de interesse foram recortados do gel e
purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), conforme as especificacdes do fabricante. Em seguida, as amostras
foram quantificadas em espectrofotdometro ND-1000 (NanoDrop) e posteriormente

armazenadas em freezer a -20 °C até o momento do uso.
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2.3.3.Clonagem da rBpSP-llem pTZ57R/T.

O produto de PCR purificado foi ligado no vetor de clonagem pTZ57R/T,
utilizando para isto o InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas) conforme as
especificacbes do fabricante. A figura abaixo mostra o mapa de restricdo e a
sequéncia da regido MCS (multiplos sitios de clonagem) do pTZ57R/T:

llF'[Iil 127
Pdml 2584 f i"uﬁcl' |.:.’|.'|.I.|2I| 230 EcﬂFIIﬁ £15
Hin1l 2505 BioZ| 242 Ecli36ll €21
Bogl 2485 Alol 279 Sacl g21

Poil 258 AccHsl g2v

Scal, Tatl 2447 Kpal 627
BspEal £33
Mwal269 637
/ Mph11031 &39
%) / grXbal 644
nTZ57R/T 0T ol 658
n t Py Cirdl £58
2886 hp EcoBBl 658
Gsul 2054_- K Smial £54
Eco3ll 2036 ™, Apal 661
Eam1105] 1984~ Lgul 953 *, Bzpi201  ER1
Hinell BT
Sall 667
Afilll, Pzcl 1078 ¥ mil BRT
Patl ora
| . . Al E74
| aeaw | N, Ecold?l  E78
| (e 1880 N, Pael £84
Call 1487 “Hindil 600
T7 promoter

Figura 1: Diagrama do vetor de clonagem pTZ57R/T (Fermentas) contendo os sitios de restricdo e
aregido MCS.

Em um microtubo estéril de 1,5 mL foram adicionados para a reacdo de
ligacdo: 2X tampé&o (10x), 1 U/uL de enzima T4 DNA ligase, 55 ng/uL de
pTZ57R/T, 130 ng/uL de produto de PCR purificado e quantidade de &agua
ultrapura suficiente para completar 10 uL. A reacdo foi homogeneizada e
incubada a 16 °C por 16 horas.

A reacgédo de ligagéo foi utilizada para transformar células de E. coli DH5a
CaCl, competentes pelo método do choque térmico (SAMBROOK e RUSSELL,
2001) onde, adicionou-se 5 pL da reacao de ligacdo aos 200 pyL de bactérias
DH5a competentes, seguido de choque térmico a 42 °C por 90 segundos,
transferindo-se imediatamente a suspensao bacteriana para o gelo por 60

segundos. Em seguida, foram adicionados 800 pL de meio LB para
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restabelecimento das células por 45 minutos a 37 °C a 250 rpm. Apds este
periodo, o material foi plagueado em meio LB &gar contendo o antibidtico
ampicilina (100 mg/mL), IPTG (200 mM) e X-gal (2% m/v), incubadas por 24 horas
a 37 °C para selecédo das colonias transformantes.

2.3.4. PCR das colbnias transformantes.

Foram selecionadas cinco colonias brancas aleatoriamente de cada uma
das placas. Estas colonias foram transferidas da placa para um tubo falcon
contendo 5 mL de meio LB e 5 uL de ampicilina (100 mg/mL) e colocados na
incubadora com agitacdo a 300 rpm por 5 horas a uma temperatura de 37 °C.
Apos crescimento das colbnias selecionadas, foi realizada uma reacdo de PCR
para confirmagdo do inserto (rBpSP-Il) ligado ao vetor pTZ57R/T. Na reagéo
foram adicionados: 1 yL de suspenséao celular, tampéo de PCR 1x, MgCl, 1,5 mM,
dNTP mix 0,2 mM, 10 pM dos oligonucleotideos sense e antisense, 1 U Taqg DNA
polimerase (Invitrogen) e quantidade de agua ultrapura suficiente para completar
o volume final de 25 pL.

O controle negativo da reacdo também foi realizado contendo todas as
solugbes com excecdo da suspensao celular. As reacdes foram realizadas em
termociclador, sob as mesmas condicbes de amplificacdo utilizada na obtencao
do fragmento de interesse (item 2.3.2). Os produtos de amplificacdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados em um
transluminador de luz ultravioleta (UV).

Apds a confirmacdo das coldnias transformantes, foi realizada a extracao
do DNA plasmidial utilizando o kit Wizard Plus SV minipreps — DNA purification

System (Promega), segundo protocolo sugerido pelo fabricante.

2.3.5. Clivagem enzimatica do DNA plasmidial (PTZ57R/T - rBpSP-Il).

O DNA plasmidial, obtido por miniprep, foi clivado com as enzimas de

restricdo Xhol (Fermentas) e Sall (Fermentas), conforme protocolo estabelecido
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pelo fabricante. A reacédo foi preparada em microtubo estéril 1,5 mL contendo 2X
tamp&o Tango™ (10x), 1,5 pL de enzima Xhol (10 U/uL), 1,5 pL de enzima Sall
(10 U/uL), 3 pg/uL do produto de miniprep e agua ultrapura autoclavada o
suficiente para completar 40 puL. A reacéo foi brevemente centrifugada (spin) e
incubada em banho de agua a 37°C por 3 horas e em seguida, a reacdo foi

inativada por 20 minutos, a 80 °C.

2.3.6. Obtencéo e clivagem enzimatica do vetor pPICZaA.

Em um tubo do tipo falcon de 50 mL, foi adicionado uma porgao de
bactérias E. coli linhagem DH5a CaCl, transformadas que continham o vetor
pPICZoA (Figura 2) em 10 mL de meio LB Low Salt e 25 pg/mL do antibiético
Zeocina™. Os tubos foram entdo levados a incubadora com agitagdo a
temperatura de 37°C e a 250 rpm por 16 horas.

Posteriormente, o material contendo o vetor pPICZaA foi submetido a
miniprep e em seguida clivado com as enzimas de restricdo Xhol (Fermentas) e
Sall (Fermentas), conforme instrucoes do fabricante. A reacdo foi preparada em
microtubo estéril de 1,5 mL contendo tampao Tango™ (10x) concentragao final de
2x, 1,5 pL de enzima Xhol (10 U/pL), 1,5 pL de enzima Sall (10 U/uL), 3 pg/uL do
vetor pPICZaA e agua ultrapura autoclavada o suficiente para completar 40 uL. A
reacao foi brevemente centrifugada (spin) e incubada em banho de agua a 37 °C
por 3 horas e em seguida foi inativada por 20 minutos, a 80 °C.

Para confirmar a digestdo, uma aliquota contendo 2 puL da amostra foi
submetida a eletroforese em gel de agarose 1% e a amostra foi analisada em um
transluminador de luz ultravioleta (UV). Apés a confirmacado da digestdo, um novo
gel de agarose 1% foi realizado no qual o restante da amostra foi aplicado e
posteriormente purificado utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Madison, W1, USA) segundo as especificacbes do fabricante.
Em seguida, o material purificado foi quantificado em espectrofotdmetro ND-1000

(NanoDrop).
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Figura 2: Diagrama de um vetor de expresséo pPICZaA (3593pb) (Invitrogen), contendo os sitios
das enzimas de restricdo; a regido a-factor, responsavel pelo direcionamento da proteina
recombinante ao sobrenadante; a marca de selecdo que confere resisténcia a Zeocina™; o
promotor AOX1; os residuos de histidina e o epitopo c-myc, responsavel pelo reconhecimento por

anticorpos especificos.

2.3.7.Ligacao do inserto rBpSP-Il no vetor pPICZaA.

O produto rBpSP-Il e o vetor pPICZaA, ambos digeridos com as mesmas
enzimas de restricdo (Xhol e Sall), foram submetidos a ligacdo por meio de
reagcdo com a enzima T4 DNA ligase por 16 horas a 16 °C, conforme as
especificacdes do fabricante.

Para a reacdo de ligacdo do inserto rBpSP-Il ao vetor pPICZaA foram
adicionados em um microtubo estéril de 1,5 mL: 2 uL de tampé&o da enzima 5x
(Fermentas), 1 U/uL de enzima T4 DNA ligase, 50 ng/uL do vetor pPICZaA, 200
ng/uL do inserto rBpSP-ll e &gua ultrapura autoclavada o suficiente para

completar 10 pL. A reacao foi brevemente centrifugada (spin) e incubada a 16 °C
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por 24 horas.

O produto de ligagao (pPICZaA + inserto rBpSP-Il) foi transformado por
choque térmico em bactérias E. coli linhagem DH5a CaCl, competentes. A
transformacédo foi realizada adicionando-se 5 pL do produto de ligacdo as
bactérias competentes, seguido por uma suave homogeneizacdo e descanso por
10 minutos no gelo. Em seguida, a amostra foi submetida a 42 °C por 90
segundos e imediatamente colocada no gelo por 1 minuto. Foram adicionados a
esta amostra 800 pL de meio de cultura liquido LB Low Salt para
restabelecimento das células a 37 °C por 45 minutos sob agitacdo de 300 rpm.

As bactérias transformadas foram plaqueadas em placas de petri contendo
20 mL de meio LB Low Salt 4gar e 25 pug/mL de Zeocina™. As placas foram

incubadas a temperatura de 37 °C em estufa por 24 horas.

2.3.8. PCR para confirmacéao das colonias transformantes.

Foi realizada uma PCR para confirmacdo das coldnias transformantes. A
cada reacéo foi adicionada uma colénia em um microtubo estéril de 0,2 mL onde
0 mix de reagdo era composto de: tampé&o da enzima (1x), 2,5 mM de MgCly, 1
mM de dNTP mix, 10 pM de oligonucletideo sense, 1 U/uL de enzima Taq DNA
polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura estéril suficiente para completar 20 uL. O
controle negativo também foi realizado.

Foram realizadas outras PCRs para confirmar a orientagdo do inserto, com
diferentes oligonucletideo, sendo eles o oligonucletideo sense aFactor (10 pM)
(5"- TACTATTGCCAGCATTGCTGC - 3") e o oligonucletideo antisense especifico
da serinoprotease; oligonucletideo sense especifico e o oligonucletideo antisense
AOX3" (10 pM) (5’ - AATGGCATTCTGACATCC - 3’).

As reacdes foram realizadas em gelo sob as seguintes condi¢des: 94 °C
por 10 minutos, 29 ciclos de: 94 °C por 30 segundos, 52 °C por 30 segundos e 72
°C por 30 segundos, seguidos de 7 minutos a 72 °C para completar a extensao
final. Ao final da reagdo as amostras foram mantidas no termociclador a 4 °C.
Apos a amplificacdo, uma eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada para

confirmar a orientacao dos clones recombinantes.
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2.3.9. Extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina (Miniprep).

Das colbnias positivas, algumas foram selecionadas e transferidas para um
pré-indculo em 10 mL de meio LB Low Salt contendo 25 pg/pL de Zeocina ™ e
incubados por 16 horas a 37 °C e 250 rpm. ApOs esta etapa o material foi
submetido & miniprep (lise alcalina) para extracdo do DNA plasmidial, segundo
metodologia de Sambrook et al. (2001). A cultura foi centrifugada por 5 minutos a
4 °C e 3800 g, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido
em 600 pL da solucao | (50 mM dextrose, 25 mM Tris HCI, 10 mM EDTA) gelada.
A essa solucao foram adicionados 10 pg de RNAse 20 mg/mL e incubados por 5
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 pL da
solugdo de Il (0,2 M NaOH, 1% (m/v) SDS) e 350 pL da solucdo Il (5 M de
acetato de potassio, 23% acido acético) gelada, homogeneizando e
posteriormente incubando por 5 minutos. Posteriormente, a cultura foi incubada
por 3 minutos no gelo e centrifugada a 16.000 g por 10 minutos a 4 °C. Ap0s esta
etapa, foram realizadas adi¢bes sequenciais de etanol 100% e 70% seguidos de
centrifugacdo a 16.000 g a 4 °C e deixados secar a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 20 pL de agua ultrapura autoclavada e incubado por
30 minutos a 42 °C. Apés esse procedimento, o material foi quantificado em

espectrofotbmetro ND-1000 Nanodrop.

2.3.10. Sequenciamento dos clones recombinantes.

A confirmagdo da sequéncia e orientacdo correta dos plasmideos
recombinantes (rBpSP-Il + pPICZaA) foram realizados pelo método de terminagao
da cadeia de sequenciamento de DNA (Sanger, Nicklen et al.,, 1977), em
sequenciador automatico — DNA Sequencer ABI Prism 377 (Applied Biosystem),
utiizando Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem),

conforme orientacdo do fabricante. Para o sequenciamento foram utilizados como
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amostra os plasmideos recombinantes e o oligonucleotideo sense AOX5" (5°-
GACTGGTTCCAATTGACAAG - 3").

2.3.11. Linearizacdo do plasmideo recombinante.

A reacdo de linearizacdo do plasmideo recombinante (rBpSP-Il + pPICZaA)
foi preparada utilizando 1x tampéao 4, 10 mg/mL de BSA, 20 U/uL de enzima
Pmel, 5 ng do plasmideo recombinante e 4gua ultrapura autoclavada o suficiente
para completar 100 uL. A reacdo foi incubada a 37 °C por quatro horas e
analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. Posteriormente a confirmacgao
da linearizacéo, a reacao foi inativada a 65 °C por 20 minutos.

A amostra linearizada foram adicionados 1/10 de volume de acetato de
sédio 3 M, homogeneizou-se por inversdo e adicionou-se 2,5 vezes o volume de
etanol 100% e novamente homogeneizou-se. O material foi levado a temperatura
de -80 °C por 30 minutos e em seguida centrifugado a 13.000 rpm, por 10
minutos, a 4°C. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado por inverséo e o
precipitado lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e entdo centrifugado
novamente a 13.000 rpm, por 10 minutos a 4 °C. A amostra foi deixada a
temperatura ambiente por 10 minutos e entdo ressuspendida em 10 uL de agua

ultrapura estéril e quantificada em espectrofotometro ND-1000 Nanodrop.

2.3.12. Preparacdo das células competentes de P. pastoris.

O preparo das células P. pastoris, linhagem KM71H competentes foi
realizado segundo protocolo descrito por Cregg, (2007). Foi realizado um pré-
indculo da célula original de P. pastoris, em 5 mL de meio YPD e incubado por 9
horas a 30 °C e 250 rpm. Desse pré-inéculo, 50 pL foram retirados e adicionados
em erlenmeyer de 500 mL, contendo 50 mL de meio YPD. Esse material foi
incubado a 30 °C e 250 rpm até atingir densidade 6ptica (D.O. 600 nm) de 1,2. A
seguir, a cultura foi centrifugada a 1500 g, 4 °C por 5 minutos e ressuspendida em
10 mL de YPD acrescido de 170 mM de HEPES.
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Posteriormente, foram adicionados a essa solugdo 250 pL de ditiotreitol.
Esse material foi incubado a 30 °C por 15 minutos sem agitagdo. Apos, foi
adicionado agua destilada estéril até volume final de 50 mL e centrifugado a 1500
g, por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 25 mL de agua destilada
esteéril foram adicionados ao precipitado e repetido o passo de centrifugacédo. Em
seguida, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 2 mL de sorbitol 1 M
estéril, centrifugando as células a 1500 g, por 5 minutos a 4 °C. Novamente o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 100 pL de sorbitol

1 M estéril e aliquotado em microtubos contendo 40 uL cada e mantidos a -80 °C.

2.3.13. Transformacdo das células competentes de P. pastoris por

eletroporacéo e plaqueamento.

A transformacé&o foi realizada em um microtubo de 1,5 mL contendo 1 ug
de DNA (pPICZaA + rBpSP-ll) linearizado mais 40 uL de células competentes de
P. pastoris. A amostra foi transferida para uma cubeta de 0,2 cm (BioRad) e
incubada em gelo por 5 minutos. Este material recebeu um pulso de elétrico nas
seguintes condi¢des: 1500 V, 25 uF e 200 W, em aparelho GenePulser Il (Bio-
Rad). Imediatamente apés o choque, foi adicionado as células 1 mL de sorbitol
1M na cubeta e o conteudo transferido para um tubo de 50 mL. As células foram
incubadas a 30 °C por 2 horas sem agitacdo. Posteriormente 50, 100 e 200 pL
das células transformadas foram plagueadas em placas de petri contendo YPDS
agar contendo 100 ou 500 pg/uL de Zeocina™. As placas foram incubadas a 30
°C por 4 a 5 dias. Ao final deste periodo, as colénias que cresceram nas placas

foram numeradas (comecando pela placa que continha 500 ug de Zeocina™).

2.3.14. PCR de colbénia dos transformantes de P. pastoris.

Para o PCR de colbnia, a reacao foi preparada utilizando tampé&o 10X, 10
pM do oligonucleotideo sense especifico; 10 pM do oligonucleotideo antisense
AOX3’; 25 mM de MgCl,; 10 mM dNTP’s mix; 1 U da enzima Taq polimerase; 20%
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de triton X-100 e agua ultrapura estéril suficiente para completar o volume final de
25 pl de reagao.

A reacéo foi realizada em termociclador sob as seguintes condi¢des: 94 °C
por 10 minutos, 29 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52 °C por 30 segundos, 72
°C por 30 segundos, seguidos de 7 minutos a 72 °C para extensdo final e
posteriormente a 4 °C. Apos o término da PCR os produtos da reacdo foram
analisados em gel de agarose a 1% para confirmar a presenca do insertos

recombinantes.

2.3.15. Inducéo em larga escala da rBpSP-Il em P. pastoris.

A inducéo foi realizada utilizando um pré-inéculo contendo 10 mL de meio
BMGY e uma colonia positiva em erlenmeyer de 125 mL (volume 10 vezes maior
gue o volume do pré-inéculo). A colbnia foi crescida em meio BMGY a 30 °C, 250
rpm, por 24 horas. Decorrido o tempo, o0 pré-indculo foi vertido totalmente (10 mL)
em erlenmeyer contendo 500 mL de meio BMGY acrescido de antibiotico
Zeocina™ e colocado sob agitacdo de 200 rpm até atingir a D.O. de 5 a 6 a 600
nm lido em espectrofotdmetro. A suspensédo celular foi centrifugada a 1500 g por
5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante descartado por inverséo e o
precipitado ressuspendido em 100 mL de meio BMMY em um novo erlenmeyer de
1L eincubado a 26 °C, 250 rpm por 24 horas.

Para a manutencao da inducéo, foi realizada reposicédo de metanol 100%
em uma concentracdo final de 0,75% a cada 24 horas. Aliquotas da indugéo
foram coletadas nos tempos de 0 h a 144 h e centrifugadas a 1500 g por 5
minutos e os sobrenadantes foram analisados em gel SDS-PAGE 12,5% corado
com Coomassie Brilliant Blue e descorados para analise de determinagdo dos

nives de expressao da rBpSP-IL.
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2.4. Purificacdo e Didlise.

Colunas plasticas de polipropileno com capacidade para 25 mL foram
preenchidas com 5 mL de resina carregada com niquel /~Ni** (NI-NTA Superflow,
Qiagen®) para a realizacdo da cromatografia de afinidade para a purificacdo da
proteina recombinante serinoprotease rBpSP-II.

A resina foi lavada com agua e equilibrada com o tampao lise. A seguir foi
adicionado a coluna o sobrenadante do extrato proteico de Pichia pastoris
recombinante. O eluato que passou pela coluna foi recuperado em tubo falcon. A
coluna foi entdo lavada com 3 vezes o volume da resina com tampao de lise (Tris-
base 10 mM; NaH,PO, 50 mM e NaCl 100 mM) e essa lavagem foi armazenada
em tubo falcon. A seguir, foi realizado o gradiente de imidazol no tampéao de lise
com 2 volumes de resina para cada concentracdo (10 mM, 25 mM, 50 mM, 75
mM, 100 mM e 250 mM) para a recuperacdo da proteina recombinante.

Para analise da purificacdo da proteina recombinante foi realizado um gel
de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%. Ao final da corrida eletroforética, os géis
foram corados com Coomassie Blue e descorados em solucdo descorante para a
revelacao.

ApoOs a purificacdo, a proteina recombinante recuperada nos gradientes do
tampdo de lise com imidazol (confirmados em gel de poliacrilamida), foi
adicionada a membrana de dialise (Snake Skin pleated Dialysis Tubing 7,000
MWCO, 22 mm dry diameter - Thermo Scientific). A membrana de didlise
contendo a proteina recombinante foi mergulhada em um béquer contendo agua
ultrapura. A cada 24 horas a agua foi trocada completando trés trocas. Apés a
dialise, a proteina dentro da membrana de dialise foi recuperada e liofilizada em
Liofilizador de bancada (Terroni®). A proteina foi recuperada adicionando agua
ultrapura autoclavada e quantificada através do método de Bradford (1976), a

leitura realizada em espectrofotometro a 595 nm.
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2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-
PAGE).

A eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%, de acordo com
Laemmli (1970), em tampéao Tris-HCI, pH 8,4, apos correr duas horas a 10 mA e
200 V, foi utilizada para o monitoramento da expressado da proteina recombinante,
determinacao da atividade fibrinogenolitica e estimativa da massa molecular.

O tampéao do eletrodo continha Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1%
(m/v) pH 8,3. As amostras foram dissolvidas em Tris-HCI 0,06 M, pH 6,8, azul de
bromofenol 0,001% (m/v), glicerol 10% (v/v) e B-mercaptoetanol 10% (v/v). As
eletroforeses foram realizadas em sistema de eletroforese Hoefer SE260 Mighty
Small Mini Vertical. Apos a corrida os géis foram corados com solugdo Coomassie
Briliant Blue R-250 0,1% (m/v) em &gua e metanol propor¢cdo 1:1 (v/iv) e
descorados em solucdo de &cido acético 7%. Foi utilizado o padrao de massa
molecular Thermo Scientific, contendo as seguintes proteinas: p-galactosidase
(116 kDa), Soroalbumina bovina (66.2 kDa), Ovoalbumina (45.0 kDa), Lactato
desidrogenase (35.0 kDa), Enzima de Restricdo Bsp98l (25.0 kDa), B-
lactoglobulina (18.4 kDa), Lisozima (14.4 kDa).

2.6. Imunodeteccéao da serinoprotease recombinante rBpSP-Il.

A imunodeteccao da rBpSP-Il pura foi realizada através de um ensaio de
Western Blotting. Neste, foram utilizados anticorpos primarios que se ligam a
cauda de histidina produzidos em camundongos (anti-his antibody - GE) e
anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo marcado com fosfatase alcalina
(anti-mouse IgG — whole molecule — alkaline phosphatase conjugate antibody
developed in goat — SIGMA).

A rBpSP-Il foi transferida para uma membrana de PVDF (PVDF Transfer
Membrane 0,45 uM — Thermo Scientific). Apds a corrida, o gel de poliacrilamida
foi mergulhado juntamente com dois papéis de filtro e duas esponjas no tampao
de transferéncia (Tris 200 mM, glicina 50 mM) sem metanol, enquanto a

membrana ficou mergulhada no metanol a 15%. Transcorridos cinco minutos, a
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membrana e o metanol foram misturados ao tampéo de transferéncia, e deixados
por mais 5 minutos. O sanduiche foi montado colocando-se entre as esponjas € 0
papel de filtro, a membrana face-a-face com o gel, e aplicada uma corrente
elétrica de 150 V (150 mA) por duas horas, fazendo com que as proteinas
carregadas fossem transferidas do gel para a membrana mantendo a mesma
disposicdo que apresentavam no gel. Apés a transferéncia, a membrana foi
corada com solucdo de Ponceau (Ponceau 0,5%, acido acético 0,1%), marcadas
as bandas de interesse com agulha e descoradas com agua destilada.

A membrana foi entdo incubada por uma hora em solucdo de bloqueio
(0,05% leite desnatado em pé e TBS (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 8,0) sob
agitacdo suave para impedir ligacdes ndo especificas entre a membrana e o
anticorpo usado para detectar a proteina alvo. Transcorrido o bloqueio, lavou-se a
membrana com TBS, 3 vezes por 5 minutos cada lavagem sob agitacdo suave. A
membrana foi entdo incubada por uma hora sob agitacdo suave com anticorpo
primario anti-His diluido em TBS, lavada como descrito anteriormente e incubada
novamente por 1 hora com anticorpo secundario anti-Mouse e lavada novamente
como descrito. A revelacdo das proteinas de interesse foi realizada com solucao
reveladora Step™ NBT/BCIP (Pierce) até o aparecimento das bandas de

interesse e posteriormente lavada com agua destilada para parar a reacao.

2.7. Caracterizacao bioquimica.

2.7.1. Atividade coagulante.

A atividade coagulante foi realizada com o intuito de estimar a dose
coagulante minima (DMC) que é definida como sendo a quantidade de enzima
capaz de coagular o plasma bovino citratado a 37 °C em 60 segundos (SELISTRE
et al,, 1990). Os testes coagulantes da enzima recombinante foram realizados
segundo Assakura e colaboradores (1992), com algumas modificacbes. Para
essas reacOes foram utilizados 200 pL de plasma bovino citratado e diferentes

quantidades de enzima (1-30 pg), em ordem para determinar a dose minima
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coagulante (DMC). A atividade foi realizada em triplicata, utilizando a pegonha

bruta de Bothrops pauloensis como controle positivo.

2.7.2. Atividade fibrinogenolitica.

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foi realizada segundo Rodrigues et
al. (2000) com modificagbes, como descrito a seguir. Diferentes doses da amostra
(1 Mg, 5 pg, 10 pg, 15 pg e 20 pg) foram incubadas a 37 °C por 1 hora com 50 pL
de solucdo de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL) dissolvido em tampao Tris-HCI
0,05M, pH 7,8. A reacédo foi parada com a adicdo de 25 pL de solugao STOP
(Tris-HCI 0,06 M pH 6,8, SDS 2% (m/v), glicerol 10% (v/v), B-mercarptoenol 10%
(v/v) e azul de bromofenol 0,05% (m/v)). Em seguida, as amostras foram

aguecidas a 100 °C por 5 minutos e submetidas a eletroforese SDS-PAGE 12,5%.

2.7.3. Atividade sobre substratos cromogénicos.

A capacidade da rBpSP-Il de hidrolisar substratos cromogénicos foi
avaliada de acordo com a metodologia de Rodriguez-Acosta et al. (2010) com
modificacdes. Em uma placa de poliestireno de 96 pocos foram incubados 150 pL
dos substratos S-2222 (substrato para fator Xa, N-Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNa), S-
2238 (substrato para trombina, H-D-Phe-Pip-Arg-pNa) e S-2251 (substrato para
plasmina, H-D-Val-Leu-Lys-pNa), preparados de acordo com as especifica¢des do
fabricante (Chromogenix), com diferentes quantidades da enzima (0,5 pg, 1 pg,
2,5 ug, 5 yg, 10 ug), diluidos em 50 uL de Tris-HCI 50 mM, CaCl, 5 mM pH 7,4, a
37 °C. A atividade foi realizada em triplicata e monitorada na leitora de placas
MultiSkan GO (Thermo Scientific) a 405 nm a cada 5 minutos até o tempo maximo

de 45 minutos.
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3. Resultados.

3.1. Avaliagdo e sequenciamento dos clones codificantes de serinoprotease

presentes na biblioteca de cDNA da glandula da serpente B. pauloensis.

A partir da biblioteca de cDNA da glandula de B. pauloensis, as sequéncias
codificantes de serinoproteases geraram dois clusters identificados como BP041 e
BP042, sendo que o cluster BP041 (GR955260) apresentou uma cobertura de
94% e 88% de identidade com a sequéncia de nucleotideos de uma
serinoprotease encontrada na biblioteca de cDNA de B. insularis (depositada no
GenBank sob o nimero de acesso AF490536.1) (Figura 3). As porcentagens de
cobertura e identidade entre as sequéncias de serinoproteases foram avaliadas
por alinhamentos atraves das ferramentas BLASTn e BLASTx. Dessa forma, apés
a avaliacdo e validacdo da sequéncia da serinoprotease, esta foi por inimeras
vezes sequenciadas, porém nao foi possivel a obtencdo da sequéncia completa,

mas sim o sequenciamento parcial apresentado na figura 4.
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fuery 41  CARGCGITCCAGATTGTTGECCACCCAGCTIGCTTARTTTCGGTCARATARRAGTGCTGCTIG 100
CECEEETECEE e e e e e e e e e e e o b e e e
bjct 3 CAGCGTTCCAGATTGTTRRCCACCCAGCTGCTTAATTT-GATCARATARARTSCTGETIG 6l

fuery 101 ATCAAGARGTCICCGCTIGEGTICATCTGATTAGGITGATACGETATCTCAGTTTTARAG 160
FECEEETEEEE e e e Cee e e e e e e e e e e e el
Jbject 62 ATCRRGARGTCICCGCTIGEGIT-ATCTGATTAGGITGATACGSTATCICAGTITITAR-G 119

fuery 161 TAAGGRACTGGGATCTIGCAGGCARRCAGCTTGCCGIGCACARTTGRAGCTATGRIGCTG 220
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
bject 120 TRAAGGRACTGGGATCTIGCAGGCARACAGCITGCCGIGCACAGTTGRAGCTATGEIGCIE 173

fuery 221 ATCAGAGTGATATCAARCCTTCTGATACTACAGCTTITICTTACGCACRAARCTCTICTEAR 280
FEPEEEEEEEEr FEreer e e e eerr ey e e e e e e ey
Sbject 180 ATCAGRGTGATAGCARRCCTTCTGATATTACAGSTTICTTACGCACRRRAGTCTICTGAR 239

fuery 281 CTGGICGICGGAGETAGATGAATGTGACATARATGARCATCCTTTCCTTGCATTICCTGTA 340
CECEEEEE TR Peer e e e e e e e e e e e e e e e
Jbjct 240 CTGGICETTGGAGET-GATGAATGTGACATARATGARCATCCITTCCITGCATTICCTGTA 298

fuery 341 CTCTCACGGGIATTICTGIGSTGEEACTIIGATCARCARGGARTGGGIGCTGACCECTGE 400
CECEEETECEEeee et ceee e e teerer e
CICTCACGGGTATT

L1111
bject 293 CICIC ATTTCTGIGSTTTGACTTTGAT CARCCAGGARTGGETIGCTRACCECTGE 358
fuery 401 ACACTGTGACAGTARARATTTCRARGATGRAGCTTGEIGTGCATAGCATARAGGTACARAR 460

FEEEEEEEEEEE 1| R e
Sbjoct 3539 ACACTGIGACAGGAGATTITATGCGCATATACCITGGTATACATGICCGAAGIGTAGCARA 413

fuery 4el TRAGGATGAGCAGACARGAGTCCCARAGGLAGRAGTTCATTTGICCCRATAGERARARAAGE 320
L Preerr e reer e e e ey e e e e e
Sbjct 419 TGATGATGAGGIGATARGATACCCARAGGAGRAGTTCATTTGICCCRATRAGRRTATGAG 47%

fuery 521 TGRACGTAGTGGACARGGACATCATGITGATCAGGCTGARCAGRCCTGITAGGARGRAGTGE 380

CECEE T FEEree e teer e e e e e e 1 1
bjct 479 TGRACGRARAGGACARGGACATTATGITGATCAGGCTGAACAGRCCTGICRARARCAGCAC 333

fuery 581 ACTCATCGCGCCICTCCGITIGCCITCCCGOCCTCCCAGTGIGEGTTCAGTTTIROCGTGT 640
CETEErer o ee e rereee et teeee e er e Eeree e
bject 539 ACACATCGCACCTATCAGCTIGCCITCCAACCCTCCCAGTGIGEGCTCAGTTTIROCGIGT 598
fuery 641 TATCGRATGGGGCGCARTCACATCTCCTARAGTGTCTTATCCTGATGICCCTCATIGIGE 700
N R L e ANy
Sbjct 599 TATGGRATGGGGCTCAATCACARTTCCTAACGACACTTATCCCGATGICCCTCATIGIGC 633
fuery 701 TRARATTARCATRACTCGATCATGCGETGIGICGAGCAGCTTACCCATGGIGECCGECGAC Tl
N R LI THTT
Jbjct 659 TRACATTAACCIGETCAATGATACGSTGIGICGTGRAGCTTACARGAGGETTICCGECG 718
fuery 761 ARGCACARCATTIGTGTGCAGGTAIC TE5
FECEE TECEEETEEEErrrry |
Sbjct 719 GFCAGRACATTGIGTGCAGEIGIC 743

Figura 3: Blastn da sequéncia nucleotidica da serinoprotease da biblioteca de cDNA de Bothrops
pauloensis contra a sequéncia de cDNA da serinoprotease da biblioteca de cDNA de B. insularis

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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ATAATGCCAACTTTGTACAAAATAGTTGGCATAAC TCTGTCAGCGTTCCAGATTGTTGRCCACCCAGCTGCTTAATTTCG
QT AAATAAAGT G T TTGATCAAGAAGTC TCCGCTTGGGT TCATC TGAT TAGGT TGATACGGTATC TCAGTTTTAAAG
TAAGGOACTGGGATCTTGCAGGCAAACAGCTTGCCGTGCACAGT TGAAGC TATGGTGC TGATCAGAGTGATATCAAACCT
TCTGATACTACAGCTTTCTTACGCAC AAAAGTCTTC TAACTGGTCGTCGGAGGTAGATGAATGTGACATAAATGAACAT
COTTTCCT TG AT TCCTGTACTCTCACGGGTAT T TCTGT GG TGGRAC T T TGATCAACAAGRAATGGRGTGC TGACCGCTGE
ACACTGTGACAGTAAAAATTTCAAGATGAAGCTTGGTGTGCATAGC ATAAAGGTACAAAATAAGGATGAGC AGACAAGAG
TCCCAAAGGAGAAGT TCATTTGTCCCAATAGGAAAAAAGATGACGTAGTGGAC AAGGACATCATGT TGATCAGGC TGAAC
AGACCTGTTAGGAAGAGT GCACTCATCGCGLCTCTCCGTTTGCCTTCCCGCCCTCCCAGTGTGGGT TCAGTTTGCCGTGT
TATCGOATGGGGCGCAATCACATCTCCTAAAGTGTCTTATCC TGATGTCCCTCATTGTGC TAAAAT TAACATACTCGATC
ATGCGGTGTGTCRAGCAGCTTACCCATGOTGGCCGRCGACAAGCACAACATTGTGTGCAGGTATC

Figura 4: Sequéncia parcial de nucleotideos da serinoprotease de B. pauloensis.

3.2. Amplificacdo do cDNA da serinoprotease rBpSP-II.

O cDNA correspondente a serinoprotease de interesse (rBpSP-Il) foi
amplificado a partir da técnica de PCR do material da biblioteca de Bothrops
pauloensis. A analise do produto de PCR em gel de agarose permitiu a
visualizacdo de uma banda com tamanho em média de 720 pares de bases
conforme o esperado, como estd demonstrado na (Figura 5). A quantificacdo do

produto purificado indicou a concentracao de 260 ng/pL.

1Kb serino Bco

1000 =

750 e ' o —
500 .

Figura 5: Andlise do produto de amplificagdo do cDNA da serinoprotease de interesse por
eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo como mostrado pela seta. 1 kb:
padrdo de pares de base (1 kb Gene Ruller, Fermentas); serino: cDNA da serinoprotease de

Bothrops pauloensis (260 ng/uL); Bco: controle negativo.
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3.3. Clonagem do vetor pTZ57R/T-rBpSP-llem E. coli DH5a competentes.

O material de interesse amplificado e purificado (rBpSP-Il), foi clonado
diretamente no vetor pTZ57R/T e posteriormente transformados em células de E.
coli DH5a quimiocompetentes e plagueadas para a obtengcdo de coldnias
transformadas. Ap6s 24 horas de crescimento das col6nias transformadas, cinco
destas resistentes ao antibidtico ampicilina foram selecionadas para confirmar a
presenca dos plasmideos recombinantes. Foi realizada uma PCR diretamente das
colbnias utilizando os mesmos oligonucleotideos sense e antisense, conforme
mostra a figura 6. Todos os clones recombinantes foram positivos para o inserto

da serinoprotease (rBpSP-II).

1I§b Bco Coll Col2 Cpl3 Col4 Col5

1000 .
750 5 '-“*—

500
-
.

Figura 6: Amplificacdo dos clones recombinantes. Eletroforese em gel de agarose 1% corado por
brometo de etideo. 1 kb: padrdo de pares de base (1 kb Gene Ruller, Fermentas); Bco - controle

negativo; Col 1, 2, 3, 4 e 5 — Colbnias recombinantes (pTZ57R/T-rBpSP-II).

Apo6s a confirmacédo dos clones recombinantes positivos (pTZ57R/T-rBpSP-
I), as colénias foram crescidas em meio LB utilizando o antibiético ampicilina (100
pMg/mL) a 37 °C e mantidos a uma rotagcdo a 250 rpm, por 24 horas. Apos o
crescimento do inoculo, foi realizada lise alcalina para extracdo do plasmideo
pTZ57R/T-rBpSP-Il do interior das bactérias e as amostras de interesse foram

confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 7). As amostras de
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cDNA plasmidial de interesse foram quantificadas, apresentando em média 100

ng/uL.
y p— -
- — -
o =

Figura 7: Miniprep dos clones recombinantes pTZ57R/T-rBpSP-Il, inseridos nas colénias 1 a 4.

Eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo.

Uma das amostras de cDNA plasmidial foi selecionada aleatoriamente para
a digestdo com as enzimas de restricdo Xhol e Sall para a remocédo do inserto
clonado no vetor de propagacédo pTZ57R/T. Paralelamente, o vetor de expressao
pPICZaA foi digerido com as mesmas enzimas de restrigdo presentes no inserto a
ser clonado.

ApOs o preparo do inserto e do vetor com as enzimas de restricdo Xhol e
Sall, as amostras foram ligadas usando a enzima T4 ligase e o material ligado foi
transformado em E. coli da linhagem DH5a através de choque térmico. Apds a
transformacéo, o material foi plagueado contendo o meio LB Low Salt agar e 25
ug/mL de antibidtico Zeocina ™.

Dentre as diversas colonias que cresceram nas placas, 44 foram
selecionadas aleatoriamente e a amplificacdo do cDNA de interesse foi realizada
a fim de encontrar quais dessas colbénias eram positivas para o vetor com 0
inserto (pPicZaA-rBpSP-Il). Das 44 colonias selecionadas, apenas seis foram
positivas quando analisadas por PCR. A figura 8 apresenta o0s clones

recombinantes.

45



1000

1000

- - e én .o 'ﬂ‘ﬁ-"ﬂ*‘“i‘"ﬂ""’
1 2 345 6 7 8 910 11 12 1KbBco22 23 24 25 2627 28 2930 31 32 33

[
ray
o
{ve]
(o]

c

i
%

kb 1314 15 16 17 18 19 20 21 1Kb 34 35 36 37 38 394041 42 43 44

-.'.'..".’.

Figura 8: PCR de colbnia para confirmacéo dos clones recombinantes em vetor pPICZaA-rBpSP-II.

Eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. 1 kb: padrdo de pares de base (1

kb Gene Ruller, Fermentas); Bco — controle negativo; 1 — 44 — ndimero das coldnias.

Os clones recombinantes positivos foram testados por PCRs para
confirmacéo da orientacdo do inserto (rBpSP-Il). Trés combinacdes de reacdes
foram realizadas, onde os oligonucleotideos utilizados variaram para confirmacao
correta do inserto. Na primeira reacdo, os oligonucleotideos utilizados foram:
aFactor na orientagdo 5" e o reverso especifico da serinoprotease na orientacao
3. Para a segunda reacdo, os oligonucleotideo sense especifico da
serinoprotease e 0 AOX3 na orientagdo 3’e na terceira reagdo O0S
oligonucleotideos especfificos sense e antisense. A figura 9 apresenta as analises
das orientagdes dos clones recombinantes. Para a primeira reacdo esperava-se
um tamanho de 759 nucleotideos, ou seja, 39 nucleotideos a partir do
oligonucleotideo a-factor até o sitio de restricdo para a enzima Xhol somados aos
720 nucleotideos do inserto serinoprotease (rBpSP-1l). Na segunda reacao
esperava-se um tamanho de 847 nucleotideos, ou seja, 720 nucleotideos do

inserto somados a 127 nucleotideos até o oligonucleotideo AOX3".
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Figura 9: PCR de colénia para confirmacéo da orientagdo dos clones recombinantes em vetor
pPICZaA-rBpSP-Il. Eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. 1 kb:
padrdo de pares de base (1 kb Gene Ruller, Fermentas); Bco — controle negativo; 15, 24, 25, 28,
33 e 44 — nimero das colbnias positivos. 1 — PCR com oligonucleotideos a-factor e antisense
especifico; 2 — oligonucleotideos sense especifico e AOX3"; 3 — oligonucleotideos sense e

antisense especificos.

Os clones positivos e confirmados na orientagdo correta foram crescidos
em meio LB Low Salt com antibiético Zeocina™ (25 pg/mL) e posteriormente foi
realizada a lise alcalina para extracdo de DNA plasmidial. Os clones 15 e 33
apresentaram uma concentragao de 80 ng/uL de DNA plasmidial enquanto os
clones 25 e 44 apresentaram 200 e 170 ng/uL respectivamente. Esses clones
positivos foram sequenciados para confirmar a orientacdo e a sequéncia correta
do inserto da rBpSP-Il. O clone escolhido apés sequenciamento foi o clone 33
(Figura 10).
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Figura 10: Analise do sequenciamento da serinoprotease recombinante. Binsularis - Bothrops
insularis cluster BITSO01A (GenBank: AF490536.1); SerinoRec: rBpSP-ll — serinoprotease

recombinante sequenciada pelo sequenciador automatico DNA Sequencer ABI Prism 377 (Applied

Biosystem). Em amarelo — triade catalitica da serinoprotease - rBpSP-II; Em vermelho — residuos

de cisteina; Em cinza — cauda de histidina.

O material obtido a partir da lise alcalina foi linearizado com a enzima Pmel

conforme especificado na metodologia no item 2.3.10 e mostrado na figura 11.

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 1% da linearizagdo do material de interesse com a

enzima de restricdo Pmel, corado com brometo de etideo. 1- Ndo linearizado; 2- Linearizado.
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A amostra linearizada e precipitada foi transformada por eletroporacdo em
leveduras P. pastoris competentes linhagem KM71H, preparadas conforme
metodologia descrita no item 2.3.11. ApOs restabelecimento das células com
sorbitol 1 M por duas horas a 30 °C, as leveduras foram plaqueadas em meio
YPDS (meio YPD + sorbitol) com antibiético Zeocina™ em placas de 100 e 500
pMg/mL. Apds quatro dias de incubacdo a 30 °C em estufa, as placas foram
repicadas em uma nova placa de petri para a realizacdo da varredura em placa de
24 pocgos.

Na placa contendo 500 pg/mL de Zeocina™, cresceram sete colonias
recombinantes e nas outras placas contendo 100 ug/mL de Zeocina™, cresceram
diversas colbnias. Todas as coldnias recombinantes da placa de 500 pg/mL foram
repicadas e mais 20 colonias escolhidas aleatoriamente das outras placas
contendo 100 pg/mL de Zeocina™. As colénias (sete da placa contendo 500
ug/mL de Zeocina™ e trés das placas contendo 100 pg/mL de Zeocina™) foram

amplificadas pelo método de PCR para confirmacao do inserto.

3.4. Inducéo em larga escala da rBpSP-ll em P. pastoris.

Um clone positivo foi selecionado para inducdo em larga escala da
serinoprotease recombinante rBpSP-Il. Apds os tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120
e 144 horas de inducdo, o sobrenadante das culturas foi analisado em gel SDS-
PAGE a 12,5%, corado com Coomassie Brilliant Blue para determinacdo dos
niveis de expressao. A analise da expressdo da serinoprotease recombinante
rBpSP-Il foi realizada pelo website de livre acesso GelAnalyser para confirmagéo
da banda correspondente ao extrato celular de P. pastoris antes da inducdo e

apos inducdo com metanol 0,75% por 144 horas (Figura 12).
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Figura 12: Analise da expressao da proteina recombinante em P. pastoris a 26 °C por 144 horas.
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(A): SDS-PAGE 12,5%, corado com Comassie Brilliant blue. kDa — Bench Marker Protein Ladder
(Invitrogen), NI —0h e | — 144h. (B): Andlise das bandas do extrato celular de P.pastoris antes da
inducdo com metanol pelo programa GelAnalyser. (C): Analise das bandas do extrato celular de

P.pastoris apds a indugcdo com metanol a 26 °C por 144 horas pelo programa GelAnalyser.

3.5. Purificacdo da rBpSP-Il.

Decorridas as 144 horas, a suspenséo celular foi centrifugada a 1700 g por
5 minutos e o sobrenadante filtrado em filtro 0,45 ym. Apds, a purificacdo da
rBpSP-Il foi realizada conforme metodologia descrita no 2.4 por cromatografia de
afinidade. A figura 13 mostra os resultados obtidos na purificacdo da rBpSP-II

analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida.
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Figura 13: Eletroforese em gel de acrilamida 12,5% das fragdes obtidas no processo de
purificacdo da rBpSP-Il em resina de Niquel. kDa: Bench Marker Protein Ladder (Invitrogen); 1 —
Suspensdo de células de levedura antes da indugdo da expressao génica; 2 — Eluato; 3 —
Lavagem; 4 — Concentragcdo de imidazol 10 mM; 5 — Concentragdo de imidazol 25 mM; 6 —
Concentracdo de imidazol 50 mM; 7 — Concentragdo de imidazol 75 mM; 8 - Concentracdo de
imidazol 100 mM; 9 — Concentragdo de imidazol 250 mM.

Como pode ser observado, a rBpSP-Il comecou a ser eluida a partir da
concentracdo de 25 mM de imidazol, mas ainda com muitos contaminantes.
Somente nas concentragcdes de 100 mM e 250 mM de imidazol foi possivel
observar banda Unica no gel, indicando uma purificacdo mais eficiente. ApGs
didlisar, liofilizar e ressuspender a proteina em agua ultrapura, a quantificacéo foi
realizada pelo método de Bradford (1976), apresentando um rendimento total
maximo de 0,83 mg/L de proteina. Entretanto, nas demais inducdes realizadas

nas mesmas condi¢des, o rendimento total maximo de proteina foi 1,34 mg/L.

3.6. Imunodeteccgéo da rBpSP-II.

Para deteccao da proteina recombinante foi realizada a técnica de Western
Blotting utilizando anticorpo anti-His (anti-his antibody - GE) (Figura 14). Os
anticorpos anti-His foram capazes de detectar a banda da proteina esperada no

peso molecular de aproximadamente 40 kDa.
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Figura 14: Western blotting da serinoprotease recombinante utilizando anticorpo primario anti-His
(GE). SDS-PAGE 12,5%, corado por Comassie blue. Proteina recombinante pura com massa
molecular esperada de 40 kDa. Marcador de massa molecular Bench Marker Protein Ladder; 1 e 2
— rBpSP-I1l (em duplicata). Seta indica a proteina recombinante.

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

A estimativa de massa molecular da rBpSP-II foi realizada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% como mostra a figura 15. Pode-se
observar uma Unica banda com massa aproximada de 44,5 kDa.
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Figura 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12.5% na presenca de agentes desnaturantes
(SDS-PAGE) da rBpSP-Il. P — Padrédo de massa molecular Thermo scientific: B-galactosidase (116
kDa), Soroalbumina bovina (66.2 kDa), Ovoalbumina (45.0 kDa), lactato desidrogenase (35.0
kDa), Enzima de Restricdo Bsp98I (25.0 kDa), B-lactoglobulina (18.4 kDa), lisozima (14.4 kDa).
Serino — rBpSP-I1.

3.8. Caracterizacao bioquimica.

3.8.1. Atividade coagulante.

A atividade coagulante realizada para a determinacdo da DMC foi realizada
segundo a metodologia descrita no item 2.7.1. Foram aplicados 5 pg de pegonha
bruta de Bothrops pauloensis em 200 pL de plasma bovino para o controle
positivo, tendo como tempo controle de 77 segundos.

A DMC foi realizada testando diversas doses da enzima recombinante a
partir de 1 pg até a dose final de 48 pg. A dose minima coagulante capaz de
coagular o plasma bovino em 60 segundos foi determinada a partir da reta por
regressao linear como apresentado abaixo na figura 16, sendo 48 ug de rBpSP-II.
O grau de confiabilidade dos resultados apresentados na regressao linear (R?) foi
de 93%.
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Tabela 1: Valores encontrados nos testes utilizados na determinacdo da DMC.

Amostra Dose (1g) Tempo ()
Controle 5 77
rBpSP-li 24 89,8
rBpSP-Ii 25,6 95,5
rBpSP-Ii 27,2 87,4
rBpSP-Il 28,8 83,4
rBpSP-Il 33,2 83,3
rBpSP-Ii 48 60,6
120
y = -1,3117x + 124,17
100 - . R? = 0,9307
[
80 ¢
60
40
20
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Figura 16: Gréfico de regresséo linear utilizado na determinagdo da DMC. Sendo que o eixo X
representa a concentragao da proteina em ug e o eixo Y representa o tempo em segundos. A partir
desta construcéo gréfica, foi determinado o valor da Dose Minima Coagulante (DMC).

3.8.2. Atividade Fibrinogenolitica.

A atividade proteolitica da rBpSP-lIl sobre o fibrinogénio, realizada
conforme item 2.7.2, esta apresentada na eletroforese em gel de poliacrilamida a

12,5% com agentes desnaturantes, como mostrado na figura 17.
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Figura 17: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% na presenca de agentes desnaturantes
dos produtos de protedlise do fibrinogénio pela rBpSP-Il. Em cada teste foram incubados 50 uL de
fibrinogénio com diferentes doses da proteina (0 pg, 1 ug, 5 ug, 10 pg, 15 yg e 20 pg) a 37 °C por
uma hora.

Analisando o gel ap6és uma hora de incubacdo da rBpSP-Il com o
fibrinogénio foi possivel perceber a degradacgéo parcial da cadeia A-a. Entretanto,
observando o perfil eletroforético, ndo ha efeito proteolitico aparente sobre a

cadeia B-B e sobre a cadeia y.

3.8.3. Atividade sobre substratos cromogénicos.
A rBpSP-Il apresentou atividade proteolitica dose dependente sobre os

substratos S-2222 (substrato para o fator Xa), S-2238 (substrato para trombina) e
S-2251 (substrato para plasmina), como mostra a figura 18.
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Figura 18: Atividade proteolitica da rBpSP-Il sobre diferentes substratos cromogénicos. A

determinacao da atividade proteolitica foi realizada com diferentes doses da enzima sobre os

substratos S-2222, S-2238 e S-2251 incubados por 45 minutos a 37 °C. A leitura da absorbancia

foi realizada a 405 nm.
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Discussdo e Concluséao

As proteinas presentes na peconha ofidica sdo ha muito tempo alvo de
estudo devido a sua potencialidade como novos agentes terapéuticos, nao
apenas no tratamento de acidentes ofidicos, mas também no tratamento de
outras patologias (SWENSON E MARKLAND, 2005)

Dentre tais proteinas, as serinoproteases se destacam na area de estudos
relacionados com 0s mecanismos de coagulacdo sanguinea com diversas
aplicacoes atribuidas a elas no desenvolvimento de tratamentos de desordens
hemostaticas. Nesta classe, as SVTLEs merecem um enfoque especial, uma vez
que sao utilizadas ndo apenas em pesquisa basica, mas também na aplicacéo
clinica (BRAUD et al., 2000; HENRIQUES et al., 2004; MARKLAND, 1998).

Com base nisto, este trabalho teve como objetivo clonar e expressar uma
serinoprotease trombin-like da peconha de B. pauloensis, com o intuito de
padronizar uma nova forma de obtencdo destas enzimas através da tec nologia de
expressao heterdloga, evitando assim o &arduo processo de purificagcdo das
proteinas a partir de sua fonte natural, a peconha ofidica. Diversos trabalhos
apresentam indmeras vantagens em se obter uma proteina por técnicas de
biologia molecular, em detrimento das metodologias tradicionais de purificacdo da
proteina nativa (MAEDA et al., 1991; SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2000; YU et
al., 2007; IDIRIS et al., 2010).

Os primeiros estudos de expressao heterologa de proteinas tinham as
bactérias como hospedeiro mais utilizado. A produgdo em larga escala de
proteinas em bactérias se mostrou uma técnica eficaz, porém as bactérias ndo
sdo capazes de realizar modificagbes poOs-traducionais que sdo essenciais para
algumas proteinas. Com isso em mente, alguns tipos de leveduras se tornaram
hospedeiros mais apropriados, visto que também sdo de manipulacdo simples e
possuem as organelas de uma célula eucarionte. A levedura Pichia pastoris
apresenta muitas das vantagens mostradas pelos eucariontes superiores que séo
utilizados como sistemas de expresséo, tais como processamento de proteinas,
enovelamento e modificacbes pods-traducionais. Além disso, Pichia pastoris é tdo
facil de ser manipulada quanto E. coli e Saccharomyces cerevisiae, além de ser

mais rapida e mais barata do que outros sistemas de expressao eucariéticos,
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geralmente produzindo altos niveis de expressao proteica em temperatura de
crescimento 6tima que varia de 26 a 30°C (DALY & HEARN, 2005; LI et al., 2007).

As serinoproteases sdo enzimas que dependem de modificacbes pos-
traducionais para exercerem a sua funcdo (NEURATH, 1957; PAGE & DI CERA,
2008); por este motivo foi escolhido para o desenvolvimento deste trabalho um
sistema de expressdo em Pichia pastoris. Para tanto, o gene de interesse foi
clonado em um vetor de expressao pPICZaA e inserido no organismo hospedeiro.
Este vetor apresenta o gene AOX1, responsavel por codificar a enzima alcool
oxidase, sendo regulado e induzido por metanol. Tal caracteristica permite que
este gene seja utilizado como promotor da expressdo do gene de interesse que
codifica a proteina heteréloga. O vetor pPICZa A possui uma sequéncia sinal (fator
o) que permite que a proteina de interesse seja secretada, além de também
possuir 3 frames de leitura para facilitar a clonagem no sentido correto, com a
cauda de poli-histidina na por¢cao C-terminal e o gene que confere resisténcia ao
antibiético Zeocina™.

A primeira inducdo da expressdo da proteina recombinante, apresentou o
rendimento de 0,83 mg/L, porém tal rendimento apresentou grandes variacdes
nas demais inducdes, indo desde 0,7 mg/L até o rendimento maximo de 1,34
mg/L. Alguns trabalhos publicados citam que o rendimento final de proteina
recombinante obtida tende a variar significantemente dependendo da proteina a
ser expressa, do vetor escolhido e das condi¢cdes de inducdo (ANANGI et al,
2007), porém nenhum deles citou variacfes no rendimento final de um sistema ao
tentar reproduzir as inducdes.

Em geral, os trabalhos publicados que realizaram a expressédo de SVTLEs
em sistema Pichia pastoris, obtiveram alto rendimento final médio. Exemplos
disso sédo a Batroxobina, com um rendimento de 7 mg/L (YOU et al., 2004) e a
Gussurobina com um rendimento de 3,5 mg/L (YANG et al., 2002). Contudo, a
proteina Batroxobina € encontrada em quantidades abundantes na peconha bruta
de Bothrops moojeni e Bothrops atrox. A peconha de Bothrops pauloensis tem
sido estudada ha varios anos por nosso grupo de pesquisa e a serinoprotease
rBpSP-Il nunca teve a sua forma nativa isolada por meio dos procedime ntos de
purificacdo tradicionais, o que leva a crer que se trata de uma proteina pouco

expressa na glandula venenifera de tal serpente. Observando o grafico do
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proteoma da peconha de B. pauloensis (Figura 19), podemos verificar que as
serinoproteases representam em torno de 10% da composi¢do proteica desta
peconha (RODRIGUES, 2012). Até 0 momento, a Unica serinoprotease isolada da
peconha de B. pauloensis foi a enzima BpSP-I, com uma recuperacao de 3,1% do
total proteico da peconha bruta (COSTA et al, 2009).

CRISP (2.2%) NGF (0.2%)
C-type Gal-lectin (0.6%)..__ /- Disintegrin (1.3%)

BPP/C-NP (12.4%)

SVMP (38.1%)

PLA,
(31.9%)

LAO (2.8%) .
Serine proteinase (10.5%)

Figura 19: Perfil protebmico da peconha de B. pauloensis exibindo a ocorréncia das diferentes
classes de toxinas identificadas na sua constituicdo. A ocorréncia relativa, expressa em
porcentagem, estd exibida entre parénteses. Abreviagdes: CRISP — Proteina secretéria rica em
cisteina; SVMP — Metaloproteases de peconha ofidica; PLA, - Fosfolipases A,; BPP/C-NP —
Peptideos potencializadores de bradicinina; LAO - acido L-amino-oxidase; NGF — fator de

crescimento neural. Fonte: Rodrigues, 2012.

A proteina recombinante obtida foi denominada rBpSP-Il e apresentou
massa molecular aproximada estimada em SDS-PAGE foi de 44,5 kDa, massa
correspondente a 28 kDa da proteina recombinante, com a adicdo de
aminoacidos provenientes da transcricdo de parte do vetor de expressdo e
possiveis sitios de glicosilacdo. A proteina Batroxobina recombinante apresentou
massa molecular de 33 kDa, em contraste com os 37 kDa da proteina nativa,
quando analisada em SDS-PAGE. A diferengca na migracdo das proteinas foi

atribuida as diferentes glicosilagdes realizadas nas células da levedura e das
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serpentes, j4 que as glicosilagbes costumam variar significantemente até mesmo
entre serpentes (YOU, 2004).

No teste de atividade coagulante foram necessarios 48 ug de rBpSP-Il para
se atingir a dose minima coagulante. Uma vez comparada com a BpirSP41 de B.
pirajai que apresentou uma DMC de 3,5 ug, a proteina recombinante apresentou
baixa eficiéncia. Porém, a rBpSP-ll se aproximou mais em eficiéncia em
comparacdao com a BpirSP27, outra serinoprotease isolada de B. pirajai, que
apresentou a DMC de 20 yg (MENALDO et al, 2012). Além disso, estudos
mostram que existem diferencas no tempo de coagulacdo de enzimas nativas e
recombinantes, como evidenciado no teste de coagulagédo da Batroxobina (YOU
etal, 2004)

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio mostrou que a rBpSP-Il é
capaz de clivar preferencialmente a cadeia Ao do fibrinogénio, sem efeito
aparente sobre a cadeia B mesmo apos uma hora de incubacdo. A enzima
thrombin-like BpSP-I apresentou atividade similar, ao clivar a cadeia Aa do
fibrinogénio. Contudo, a partir do tempo de uma hora de incubagéo a BpSP-I foi
capaz de clivar parcialmente a cadeia BB do fibrinogénio (COSTA, 2009). Em
geral, as SVTLEs sao capazes de clivar tanto a cadeias Aa quanto a BB do
fibrinogénio, liberando fibrinopeptideos A (FpA) e fibrinopeptideos B (FpB)
respectivamente, porém a maioria delas cliva preferencialmente uma destas
cadeias do fibrinogénio (PIRKLE, 1998; MARKLAND, 1998; MATSUI et al., 2000;
BORTOLETO etal., 2002).

Na andlise da atividade da rBpSP-Il sobre substratos cromogénicos foi
possivel observar que a enzima possui atividade proteolitica sobre os substratos
S-2222 (substrato para o fator Xa), S-2238 (substrato para trombina) e S-2251
(substrato para plasmina). A capacidade de catalisar a hidrélise do substrato
cromogénico S-2238 demonstra que a rBpSP-Il apresentou agdo esperada de
uma SVTLE. Em comparacdo, a proteina BpSP-I foi capaz de hidrolisar o
substrato para trombina, porém ndo apresentou efeito algum sobre o substrato
para a plasmina (COSTA, 2009).

Estes resultados indicam que a rBpSP-Il apresentou as fun¢des esperadas
de uma enzima thrombin-like, sendo capaz de coagular o plasma, clivar o

fibrinogénio e catalisar a hidrolise de substratos cromogénicos para trombina,
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fator Xa e plasmina. Tais caracteristicas tornam a enzima rBpSP-1l uma molécula
atrativa para estudos adicionais buscando uma melhor elucidagdo das
caracteristicas funcionais desta molécula, verificando a possibilidade de utilizacao
da rBpSP-ll como possivel molde na sintese de agentes terapéuticos em

tratamentos de patologias hemostaticas.
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