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RESUMO

Andlise estrutural de um complexo miotoxina-antimiotoxina por cross-linking,
espectrometria de massas e bioinformatica

Os venenos de serpentes do género Bothrops sdo conhecidos por induzirem importantes danos
teciduais locais, como hemorragia € mionecrose. A glicoproteina DM64 isolada do soro do
gamba sul-americano Didelphis aurita interage de forma ndo covalente com fosfolipases A,
(Lys49 e Asp49) presentes no veneno de Bothrops asper, inibindo seu efeito miotoxico. Esta
proteina possui massa molecular de 64 kDa e 5 dominios tipo imunoglobulina (lg). Este
estudo teve como objetivo a caracterizacdo estrutural do complexo inibidor-toxina através da
associacdo das técnicas de cross-linking, espectrometria de massas de alta resolucdo e
modelagem molecular. O complexo formado entre DM64 e a miotoxina Il (Lys49) de
Bothrops asper foi estabilizado utilizando duas abordagens complementares de cross-linking:
1) o agente homobifuncional BS® (que reage com Lys, Ser e N-terminal); 2) a estratégia
XPlex, nova abordagem de cross-linking direcionada a residuos &cidos (Glu, Asp e C-
terminal). ApoOs a digestdo enzimatica dos produtos de reacdo cruzada e sua andlise por
espectrometria de massas de alta resolugdo no nLC-nESI QExactive Plus, os espectros de
MS/MS foram submetidos ao software SIM-XL (http://patternlabforproteomics.org/simxl).
Apos filtragem automatica e validagdo manual dos resultados, varios links de alta confianca
(inter- e intra-proteinas) foram observados. Uma vez que o tamanho do braco espagador do
reagente de cross-linking e o comprimento das cadeias laterais dos pares de residuos reativos
sdo conhecidos, os limites de distdncia maxima entre seus carbonos beta puderam ser
estimados. A maior parte dos intra-links observados na miotoxina Il foram validados de forma
eficiente em sua estrutura cristalografica (codigo PDB 1CLP). As restri¢fes de distancia intra-
DM64 foram utilizadas para modelagem molecular do inibidor: seus dominios foram
modelados individualmente (servidor I-Tasser), seguido de docking molecular utilizando
dados de cross-linking (servidor Rosetta). Esta abordagem hibrida foi fundamental para
refinar o modelo molecular de DM64, possibilitando o melhor posicionamento relativo de
seus dominios e a geracdo de uma estrutura globular mais condizente com os dados
experimentais. Os dados de cross-linking proporcionaram um primeiro mapeamento da
interacdo entre a DM64 e a miotoxina Il, indicando o envolvimento importante do terceiro e
quinto dominios da DM64 e da regido C-terminal da toxina. Ainda que seja necessario refinar
0 modelo gerado com base nos dados de cross-linking através da integracdo com técnicas
experimentais complementares, a estratégia adotada nesta dissertacdo nos possibilitou
melhorar a compreensao acerca dos determinantes estruturais da interacdo entre a miotoxina Il
e a DM64.



ABSTRACT

Bothrops snake venoms are known to induce important local tissue damage, such as
hemorrhage and myonecrosis. The glycoprotein DM64 isolated from the serum of the South
American opossum Didelphis aurita binds non-covalently to Lys49 and Asp49
phospholipases A, from Bothrops asper venom, inhibiting their myotoxic effect. This protein
has a molecular mass of 64 kDa and 5 immunoglobulin (1g)-like domains. This study aimed to
the structural characterization of the inhibitor-toxin complex using cross-linking, high
resolution mass spectrometry and molecular modeling strategies. The complex made of DM64
and myotoxin Il (Lys49) from Bothrops asper was stabilized using two complementary cross-
linking approaches: 1) the homobifunctional cross-linking agent BS® (which targets Lys, Ser
and the N-terminus); 2) the XPlex strategy, a new cross-linking approach targeting acidic
residues (Glu, Asp and C-terminus). Following the enzymatic digestion of the cross-linked
products and their analysis by high resolution mass spectrometry using a nLC-nESI
QExactive Plus, the MS/MS spectra were submitted to the SIM-XL software
(http://patternlabforproteomics.org/simxl). After automatic filtering and manual validation,
several high confidence links matching cross-linked peptides (both inter- and intra-proteins)
were observed. Since the size of the spacer arm of the cross-linking reagent and the length of
the side chain of the cross-linked residues are known, the maximum distance limits between
their beta carbons could be estimated. Most intra-links of myotoxin Il could be efficiently
validated on the crystallographic structure of myotoxin Il (PDB code 1CLP). Distance
constraints observed within DM64 were used for the molecular modeling of DM64: the
individual domains were individually modeled (I-Tasser software suite), followed by
molecular docking using cross-linking data (Rosetta software suite). This hydrid strategy
allowed us to generate a refined model of DM64, where the relative position of the domains
was in better accordance with the experimental data. The cross-linking strategy provided a
first understanding of the interaction between DM64 and myotoxin Il, showing the importannt
involvement of the third and fifth domains of DM64 and the C-terminus of the toxin.
Although new complementary strategies are still needed to further refine the model sctructure
of the inhibitor, the cross-linking technique has contributed to deepen our understanding of
the structural determinants of the interaction between myotoxin Il and DM64.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Os envenenamentos ofidicos constituem uma grave condicdo de saude publica
(Scheske et al., 2015), afetando principalmente os membros inferiores de homens em idade
produtiva, moradores de comunidades rurais da Africa, Asia, América Latina e Nova Guiné
(Gutierrez et al., 2017; Bochner e Struchiner, 2003; Warrell, 2010; Who, 2007). Em fungéo
da espécie de serpente envolvida, da quantidade de veneno inoculado, do tempo
decorrido até o socorro médico e da disponibilidade do soro antiofidico apropriado, 0s
envenenamentos podem ocasionar desde danos teciduais a morte do acidentado, trazendo
problemas socioeconémicos e psicoldgicos para as vitimas e suas familias (Who, 2010;
Gutierrez et al., 2006).

Estima-se que cerca de 2,7 milhdes de pessoas em todo o mundo sejam picadas por
serpentes todos os anos; mais de 100.000 morrem e até 400.000 sofrem sequelas fisicas
(mionecrose e edema que, em casos mais graves, podem levar a amputac6es) e psicoldgicas
(Figura 1) (Gutierrez et al., 2017; Warrell, 2010; Who, 2007; Gutierrez et al., 2010).
Contudo, estes numeros, provenientes de notificagdes hospitalares e estatisticas de
atendimento, sdo certamente subestimados, visto que a maior parte das vitimas de acidentes
ofidicos mora em areas rurais, onde existe uma grande dificuldade de acesso aos servicos de
salde, seja devido a distancia dos hospitais que administram o tratamento, a infraestrutura
deficiente ou a falta de médicos especializados para lidar com esse tipo de ocorréncia
(Williams et al., 2010; Harrison et al., 2009; Bernade e Gomes, 2012; Harrison e
Gutierrez, 2016).
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Global numbers
1.5-2.7 million envencmings
£1,000-138.000 deaths

f ]
The United States and Canada Europe
3.800-6,500 envenomings 8.000-9,900 emencmings {"
7-15 deaths. 30-128 deaths
Asla
1.2-2.0 million envenomings
57.000-100,000 deaths
Latin America and the Caribbean
137.000-150,000 envenomings
3,400-5.000 deaths
¥
Africa and the Middle East Oceanla . 4
435,000-530,000 envenomings 3.000-5,900 envenocmings
20,000-32,000 deaths 200-520 deaths

Figura 1- Estimativa da ocorréncia de acidentes ofidicos no mundo e nimero de mortes associadas.
(Gutierrez et al., 2017). Observa-se o alto nimero de pessoas vitimas desses acidentes (cerca de 2,7 milhdes de
pessoas em todo 0 mundo), sendo que mais de 100.000 sdo vitimas fatais. O maior nimero de envenenamentos
acomete continentes subdesenvolvidos e que possuem grandes areas de agricultura, como Asia, Africa e
America Latina. Lembrando que estes dados sdo subestimados, pois grande parte dos acidentes ofidicos no
sdo notificados.

Apesar dos nimeros alarmantes, os acidentes com serpentes peconhentas recebem
pouguissima atencdo dos érgaos de saude e das industrias farmacéuticas, o que acaba por
desestimular o desenvolvimento de pesquisas nesta area (Gutierrez et al., 2013). Desta
forma, desde 2009 a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) passou a incluir o
envenenamento ofidico na lista de DNT (Doencas Tropicais Negligenciadas), sendo descrito
como uma “Condicdo de Saude Negligenciada” (Williams et al., 2010). Esta medida objetiva
garantir maior visibilidade e conscientizacdo mundiais, de forma que politicas publicas
possam ser tomadas para mitigar os graves problemas de saude decorrentes destes acidentes
(Who, 2010; Gutierrez et al., 2010).

A maioria das mortes ocasionadas por acidentes ofidicos ocorre em paises da Asia e
Africa, ainda que, na América do Sul, também represente um problema de grande relevancia.
Dos paises da América do Sul, o Brasil € 0 que apresenta maior nimero de casos de
envenenamento ofidico (cerca de 30 mil casos anualmente), sendo que as regides Norte e
Nordeste lideram as notificacfes (Tabela 1) (Nadur-Andrade et al., 2012; Ministério-Da-
Salde, 2014). De acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo do

Ministério da Saude (SINAN, 2017), dentre as notificacGes cuja serpente responsavel foi
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identificada, 80% foram causadas pelo género Bothrops (Figura 2). Este género esta
distribuido por todo o territorio nacional e compreende aproximadamente 30 espécies. As
mais conhecidas e que possuem maior importancia médica sdo: Bothrops atrox (regido
Norte/Amazénica), Bothrops erythromelas (regido Nordeste/Bahia), Bothrops jararaca
(regibes Sul, Sudeste e Centro-Oeste), Bothrops jararacussu (regibes Sul e Sudeste),
Bothrops alternatus (regido Sul de Goiés, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul), Bothrops
neuwiedi (regiGes Sudeste e Centro-Oeste), Bothrops leucurus (Zona da Mata/Nordeste) e
Bothrops moojeni (Cerrado do Brasil Central) (Neiva et al., 2009; Kohlhoff et al., 2012;
Melgarejo, 2009).

Tabela 1 - Numero de acidentes ofidicos notificados nas diferentes regides do Brasil de 2010 a 2015. Fonte:
SINAN / SVS / MS — dados atualizados em outubro de 2015.

9.211 9.035 9.098 9.666 8.809 6.438 52.257
8.195 7.949 7.080 6.380 5.475 4915 39.994
6.386 7.283 7.395 7.126 5570 1927 35.687
3.153 3228 3233 2835 2489 1544 16.482
2.718 2597 2498 2319 2061 3917 16.110
29.663 30.092 29.304 28.326 24.404 18.741 160.530

Nao
Lachesis Peconhenta
Micrurus _3% 5%
1% ‘i \

Crotalus \
9% .

~—_ Bothrops
82%

Figura 2 - Incidéncia dos acidentes ofidicos no Brasil (Ano de 2015). Dados retirados do SINAN. Dentre as
notificagOes de acidentes cuja serpente responsavel foi identificada, 80% foram causadas pelo género Bothrops
(distribuido por todo o territério nacional, sendo as mais conhecidas: Bothrops atrox, Bothrops jararacussu,
Bothrops alternatus, Bothrops neuwiedi, Bothrops leucurus e Bothrops moojeni), seguida pelos géneros
Crotalus, Lachesis e Micrurus.
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1.2 Caracteristicas gerais dos venenos de serpentes e sintomatologia

Para as serpentes, o veneno possui um papel fisiologico de extrema importancia,
iniciando e auxiliando na digestdo e na dominacdo de presas capturadas, além de servir como
mecanismo de defesa contra predadores e/ou agressores (Mackessy, 1993). Interessantemente,
0s venenos de serpentes sdo altamente diversificados, podendo sofrer variacbes em sua
composicdo em funcdo de filogenia, ontogenia, sazonalidade e distribuicdo geografica
(Chippaux et al., 1991). Essa variabilidade é particularmente comum em serpentes do género
Bothrops, pois as mesmas podem ser encontradas em uma ampla faixa de territorio,
possuindo, assim, grande diversidade de habitats e morfologias (Carrasco et al., 2012).

Venenos de serpentes possuem uma composi¢cdo complexa de biomoléculas, incluindo
enzimas, toxinas ndo enzimaticas, proteinas ndo téxicas, carboidratos, lipideos, nucleotideos e
aminoéacidos livres, além de ions sodio, calcio e zinco. Eles podem ser inoculados na vitima
subcutaneamente ou intramuscularmente, dependendo do tipo de denticdo da serpente (Koh et
al., 2006).

A sintomatologia do envenenamento por serpentes é bastante diversificada (Figura 3) e
estd associada a presenca e a quantidade relativa destas biomoléculas no veneno. Nos
envenenamentos provocados por serpentes da familia Viperidae (ex.: jararacas), por exemplo,
ocorre um quadro hemorragico caracteristico, devido a grande quantidade de metalopeptidases
presentes (Moura-Da-Silva et al., 2007). J& na familia Elapidae (ex.: corais), existe uma maior
quantidade de neurotoxinas que induzem distarbios neurolégicos (Kini, 2003).

Os venenos viperideos podem causar efeitos locais e sistémicos. Os efeitos sistémicos
ocorrem por toxinas que sao distribuidas pelo sistema linfatico e vasos sanguineos, atingindo
outros 6rgdos e comprometendo processos Vvitais dos sistemas nervoso, locomotor e vascular,
aumentando a permeabilidade de membranas celulares (Gutierrez et al., 2017), além de causar
coagulopatias, gengivorragias, hematuria, sangramentos em cicatrizes antigas, hemorragias
intensas (contribuindo para a isquemia local e dificultando a regeneracdo tecidual),
insuficiéncia renal (que pode ser atribuida a nefrotoxicidade direta do veneno, a hemdlise, a
miolise, a coagulacdo nos capilares dos glomérulos, a hipotensdo, as reacdes de
hipersensibilidade a toxina e/ou ao tratamento antiofidico) e choque. Os efeitos locais mais
comuns incluem sangramento no local da picada, bolhas e equimoses, dor intensa, processo
inflamatdério agudo e necrose, que pode levar a amputacdo ou a disfuncdo do membro
(Gutierrez et al., 2017; Fox e Serrano, 2005).
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Em algumas serpentes da subfamilia Crotalinae (género Crotalus ou cascavéis Sul-
Americanas), pode-se observar ainda flacidez muscular, mialgia, dentre outros (Gutierrez et
al., 2007). Este quadro ¢é ocasionado por [-neurotoxinas com atuacdo pré-sinaptica
(fosfolipases A, neurotdxicas), que provocam a inibicdo da liberacdo da acetilcolina na jungéo
neuromuscular, causando intensa paralisia e consequente insuficiéncia respiratoria, que pode
ser fatal (Doley et al., 2009; Sanchez et al., 1992). J& em acidentes envolvendo serpentes da
familia Elapidae (género Micrurus ou corais), os efeitos neurotdxicos sdo pds-sinépticos,
mediados por a-neurotoxinas com acdo tipo-curare, que se ligam especificamente a
subunidade alfa do receptor colinérgico nicotinico, competindo com a acetilcolina pelo
receptor e induzindo parada muscular e insuficiéncia respiratoria (Atassi, 1991).

Os efeitos locais do envenenamento por serpentes envolvem toxinas que podem
provocar danos musculares, resultando em sequelas permanentes, tais como amputacdes de
membros e contraturas (i. e., encurtamento permanente de articulagcbes ou musculos, que
levam a deformidades ou rigidez). O edema, caracteristico destes acidentes, é causado pela
acdo direta de toxinas sobre os vasos e a liberacdo de mediadores enddgenos, resultado da
acdo destas toxinas sobre mastocitos, cininogénio e fosfolipideos. A mionecrose é produzida
pela acdo direta de miotoxinas sobre as fibras musculares esqueléticas ou como consequéncia
indireta da acdo de hemorraginas, que levam a isquemia por comprometimento da
microvascularizagdo do tecido muscular. A sensibilidade exacerbada a dor é consequéncia da
liberacdo de mediadores inflamatorios (ex.: prostaglandinas, leucotrienos e bradicinina), que
também podem contribuir para a injuria tecidual. Por fim, a hemorragia é causada por
metalopeptidases que atuam sobre as células endoteliais e a lamina basal dos capilares
(Gutierrez et al., 2017; Gutierrez et al., 2003; Gutierrez e Lomonte, 1995).
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Alteragoes hemostaticas devido a Hemorragia sistémica que leva ao choque

coagulopatia de consumo e disturbios cardiovascular Induzido por SVMPs e

plaquetarios induzidos por SVMPs, potencializado por coagulopatia

SVSPs, proteinas de tipo lectinatipo Ce

desintegrinas Hemorragia
Plaguetas Vaso sanguineo Vaso sanguineo e e

.

XAy ¥ L /|

Dano miocardico e armmtmias induzidas
por cardiotoxinas ou como conseqiién-
cia da instabilidade hemodinamica.

Paralisia neuromuscular induzida por
3FTxs e PLA2s

Terminagao nervosa
Les&o renal aguda induzida por Isque-
mia, nefrotoxinas, microtrombi e
deposicao de micglobina

Dano tecidual local (incluindo necrose
de tecidos moles, hemorragia, bolhas e
edema) Induzido por PLA2s e SVMPs

| Miotoxicidade generalizada (rabdom-

Hemorragia Necrose
| ‘i6lise) Induzida por PLA2s

Figura 3 — Principais efeitos dos venenos de serpentes em diferentes érgaos e tecidos corporais. Adaptado
de Gutierrez et al. (2017). 3FTx: toxina de trés-dedos; PLA,: fosfolipases A,; SVMP: metalopeptidase de veneno
de serpentes e SVSP: serino-peptidase de veneno de serpentes.

1.3 Principais toxinas responsaveis pelos danos teciduais locais no envenenamento
botrépico

O veneno botropico (género Bothrops, subfamilia Crotalinae) contém mais de 20
componentes diferentes, com 90-95% de seu peso seco sendo constituido por proteinas e
peptideos, com énfase para metalopeptidases, serino-peptidases, fosfolipases A, e lectinas do
tipo C / C-simile (Nicolau, 2012; Harvey, 2006). Este veneno pode induzir um quadro
patoldgico bastante grave, que inclui efeitos locais e sistémicos, no organismo do acidentado
(Fox e Serrano, 2008).

As principais toxinas responsaveis pelos danos teciduais locais no envenenamento
botrépico sdo as metalopeptidases e as miotoxinas com estrutura de fosfolipase A, (Calvete et
al., 2007; Calvete et al., 2009; Gutierrez et al., 2008; Lomonte et al., 2003; Mora et al., 2008).

As metalopeptidases de venenos de serpentes (SVMP, Snake Venom
MetalloProtease) sdo enzimas proteoliticas, sintetizadas na forma de zimogeénio,
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extremamente abundantes no veneno dos viperideos. Estas enzimas estdo envolvidas nos
processos de degradacdo de fatores da cascata da coagulacdo sanguinea, necrose tecidual,
inibicdo da agregacdo plaquetaria, edema, degradacdo de componentes da matriz extracelular
e hemorragia (Mora et al., 2008; Markland e Swenson, 2013).

As SVMPs apresentam um atomo de zinco coordenado pelas cadeias laterais de trés
residuos de histidina presentes na sequéncia de consenso H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H, (Fox e
Serrano, 2008). Elas podem ser agrupadas em trés classes denominadas PI, PIl e PIIl, de
acordo com a sua organizacdo em dominios. Estas, por sua vez, se dividem em subclasses, de
acordo com a estrutura final gerada por modificacdes pos-traducionais (hidrélise) e/ou
oligomerizacao (Fox e Serrano, 2005; Bjarnason e Fox, 1995).

A classe PI inclui as metalopeptidases com massa molecular em torno de 24 kDa, que
apresentam pouca ou mesmo nenhuma atividade hemorragica e possuem apenas o dominio
metalopeptidase. Estas SVMPs sofrem um processamento proteolitico e passam de zimogénio
para a sua forma madura e biologicamente ativa, através da clivagem do pr6-dominio no N-
terminal (Bjarnason e Fox, 1995; Portes-Junior et al., 2014).

As SVMPs de classe PIlI apresentam o dominio metalopeptidase e o dominio
Desintegrina e massa molecular que varia de 35 a 50 kDa. Ap6s o processamento inicial,
observado também nas PI, elas podem sofrer um processamento adicional, liberando o
dominio desintegrina (Chen et al., 2003). Este é responsavel pelo bloqueio da funcdo de
receptores integrina que, frequentemente, reconhecem o tripeptideo RGD, podendo levar,
2010). As PII foram subdivididas em Plla que, ao sofrerem processamento na glandula
venenifera, liberam um dominio desintegrina e um dominio metalopeptidase do tipo PI; as
PlIb que, ao contrério das Plla, ndo sofrem processamento adicional, mantendo os dominios
unidos; as Pllc, que representam a forma dimérica das metalopeptidases PlIb; e as Plld e Plle,
que ddo origem, respectivamente, as desintegrinas homodiméricas e heterodiméricas (Fox e
Serrano, 2008).

Ja a classe PIII inclui as hemorraginas de massa molecular entre 50 e 90 kDa,
consideradas as mais potentes toxinas hemorragicas, devido & presenca dos dominios
adicionais tipo desintegrina e rico em cisteina; este Ultimo parece propiciar a ligagdo da
metalopeptidase a alvos celulares/substratos relevantes (ex.. membrana basal dos capilares),
permitindo a manifestacdo mais efetiva de sua atividade proteolitica (Baldo et al., 2010;
Gutierrez e Rucavado, 2000; Moura-Da-Silva et al., 2003; Oliveira et al., 2010). Esta classe é
subdividida em Pllla, que apresenta os dominios metalopeptidase, tipo-desintegrina e rico em
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cisteina unidos; as Plllb, que inclui as SMVPs que sofrem processamento, separando o
dominio catalitico dos dominios rico em cisteina e tipo desintegrina; as Plllc, que incluem as
SMVP PIII diméricas e, por fim, as Pllld, que incluem toxinas que apresentam 95 kDa de
massa molecular, baixa atividade hemorragica e dominios adicionais tipo lectina ligados a
cadeia polipeptidica por pontes dissulfeto (Fox e Serrano, 2005; 2008). Na classe Plllb
encontra-se a jararagina, componente abundante do veneno de Bothrops jararaca e um dos
principais responsaveis pela indugdo das hemorragias local e sistémica (Laing et al., 2003;
Laing e Moura-Da-Silva, 2005). Esta toxina hemorragica também é capaz de processar a
molécula precursora do fator de necrose tumoral o (TNF-a), citocina relacionada com a
inducdo de dermonecrose no local do acidente (Clissa et al., 2001; Escalante et al., 2011). Na
glandula de veneno, podemos encontrar ainda a jararagina C, produto da clivagem proteolitica
da jararagina, que apresenta apenas 0os dominios tipo-desintegrina e rico em cisteina e que nao
possui atividade hemorragica (Moura-Da-Silva et al., 2003).

As fosfolipases A, presentes nos venenos estdo associadas a inumeros efeitos
farmacoldgicos e/ou tdxicos, podendo provocar danos musculares agudos e reacGes
inflamatorias locais, como formacdo de edema, influxo de leucécitos em tecidos e dor
(Gutierrez e Lomonte, 2013; Teixeira et al., 2003; Zelanis et al., 2012).

As miotoxinas de venenos de serpentes podem ser classificadas em diferentes grupos:

1.3.1 Toxinas do tipo fosfolipase A; e fosfolipase A,-simile

As fosfolipases podem ser classificadas em cinco grupos distintos, dependendo do
local de hidrélise do substrato, denominados A; (PLA;), Az (PLA,), B (PLB), C (PLC) e D
(PLD) (Figura 4). As PLB possuem especificidade equivalente a soma de A; e A, (Wang,
2001; Merkel et al., 1999; Vance; e Vance, 2008).
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Figura 4 - Especificidade de hidrdlise de diferentes fosfolipases e hidroélise de fosfatidilcolina (PC) pela
PLA,, liberando lisofosfatidilcolina (lisoPC) e éacido graxo (AG). A seta indica o local de hidrolise
Modificado de (Wang, 2001).

As fosfolipases A, sdo esterases que hidrolisam fosfoglicerideos presentes nas
membranas plasmaticas celulares na posicdo sn-2, liberando lisofosfolipideos e acidos graxos
(Figura 4) (Gutierrez e Lomonte, 2013; Wang, 2001; Dennis, 1994; Kudo e Murakami, 2002).
Com a hidrdlise dos fosfolipideos, ocorre a geracdo de um grande nimero de mediadores proé-
inflamatorios, como os derivados do acido araquidénico (ex.: prostaglandinas, prostaciclinas,
leucotrienos e tromboxanos) e o fator de ativacdo de plaquetas (Costa et al., 2017; Dennis et
al., 2006).

Estas enzimas possuem sequéncia primaria e estrutura tridimensional conservadas,
com excecdo do posicionamento de suas pontes dissulfeto e do comprimento dos loops (Costa
et al., 2017; Da Silva Giotto et al., 1998; Renetseder et al., 1985). Alguns estudos
demonstram que, em doencas inflamatdrias humanas, como artrite reumatoide, psoriase, rinite
alérgica, pancreatite aguda, aterosclerose, entre outros, os niveis de PLA, se encontram
aumentados (Costa et al., 2017).

As fosfolipases A, sdo classificadas em 15 grupos, de cinco categorias principais, de
acordo com sua massa molecular, sequéncia de aminoécidos, numero de pontes dissulfeto e
dependéncia de célcio para a atividade enzimatica. Os diferentes tipos sdo: PLA, secretadas
(sPLA;), citosdlicas (cPLA;), independentes de calcio (iPLA;), os fatores ativadores de

plaquetas acil-hidrolases (PAF-AH) e as PLA; lisossomicas (Schaloske e Dennis, 2006). Um
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novo grupo célcio dependente denominado AdPLA (adipose-specific phospholipase A,) foi
descoberto em tecido adiposo e descrito como responsavel por condicdes de obesidade
(Duncan et al., 2008).

As PLA, secretadas sdo proteinas relativamente pequenas (14 a 18 kDa), que podem
apresentar de 6-8 ligacdes dissulfeto e necessitam do ion célcio para atividade catalitica (com
excecdo de um subgrupo de mamifero / murino que possui alta massa molecular, de
aproximadamente 55 kDa)(Costa et al., 2017). Em serpentes do género Bothrops, dois tipos
principais de sPLA; podem ser encontrados: 1) as PLA; cataliticamente ativas, que possuem
residuos conservados em seu sitio catalitico e no loop de ligacdo do calcio, incluindo um
acido aspartico na posicao 49 (PLA, D49), proporcionando alta atividade catalitica; 2) as
variantes cataliticamente inativas, que apresentam baixa ou nenhuma atividade enzimaética,
ainda que preservem a atividade miotoxica (Gutierrez e Lomonte, 1995; 2013; Lomonte e
Rangel, 2012; Ownby et al., 1999). A variante cataliticamente inativa contendo lisina na
posicao 49 (PLA, K49) é a miotoxina mais frequentemente isolada do veneno de serpentes,
mas também é possivel encontrar substituicbes do acido aspartico na posi¢do 49 por residuos
de serina, arginina, glutamina ou asparagina (Bao et al., 2005; Murakami et al., 2008; Pan
et al., 1998; Polgar et al., 1996).

Nas miotoxinas D49, como a miotoxina | de Bothrops asper (Gutierrez et al., 1984), o
fon célcio (Ca?*) é o cofator essencial para a atividade catalitica (Yu et al., 1993). Ao
interagir com a cadeia lateral do &cido aspértico da posicdo 49, permite 0 posicionamento
6timo do substrato no sitio catalitico. Adicionalmente, o ion célcio estabiliza a carga negativa
parcial do oxigénio da carbonila da ligacéo éster da posicdo sn-2 do substrato (Bonfim et al.,
2006; Yang, 1994). Dessa forma, as D49 promovem perturbacdes nas membranas plasmaticas
das células musculares (sarcolema) através da hidrolise de fosfolipideos de membrana,
liberando lisofosfolipideos e acidos graxos. Estas modificagdes na membrana plasmatica
facilitam o influxo de calcio nas células musculares, principalmente Ca?*, aumentando a
concentragdo citosdlica deste ion e, consequentemente, gerando: a) hipercontracdo dos
miofilamentos; b) dano mitocondrial; c) ativacdo de peptidases dependentes de calcio (ex.:
calpainas), que contribuem para a degradagdo de componentes do citoesqueleto; d) ativacdo
de fosfolipases A, citosolicas, que aumentam a intensidade da lesdo das membranas da célula
muscular e de suas organelas O resultado destes eventos € um grande dano celular
irreversivel, levando a morte das células (Gutierrez et al., 2017; Montecucco et al., 2008;

Pungercar e Krizaj, 2007).
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Nas miotoxinas K49, como a miotoxina Il de B. asper utilizada nesta dissertacao
(Francis et al., 1991; Lomonte e Gutierrez, 1989), a coordenacdo do ion calcio é impedida
devido a substituicdo do &cido aspartico por uma lisina, ja que a cadeia lateral deste residuo
passa a ocupar a posicdo do Ca?*, inviabilizando a atividade catalitica (Lee et al., 2001; Scott
et al., 1992). Apesar de serem cataliticamente inativas, as PLA, K49 apresentam atividade
miotdxica sobre as membranas. Esta atividade é atribuida a presenca de uma regido rica em
aminoacidos hidrofébicos e catibnicos (peptideo 115-129) em sua porcdo C-terminal
(Lomonte et al., 2003; Ambrosio et al., 2005). Dessa forma, residuos catinicos da regido C-
terminal destas proteinas interagem com os fosfolipideos negativamente carregados presentes
na bicamada lipidica, desorganizando-a. Consequentemente, as células se tornam mais
permeaveis & entrada de fons, principalmente Ca*?, causando protedlise disseminada, devido &
acdo de calpainas, hipercontracdo das fibras musculares, disfuncdo mitocondrial e efluxo de
ATP e ions K*. Com o0 aumento da concentracio destes componentes fora da célula, ocorre a
estimulacao da despolarizacéo dos nervos periféricos, que resulta em dor intensa e ativacéo de
inflamassomos, que contribuem para o estabelecimento da reagdo inflamatdria (Gutierrez et
al., 2017; Lomonte et al., 2003; Gutierrez e Ownby, 2003). Além disso, estas fibras
musculares podem sofrer isquemia devido as alteracdes vasculares e ao aumento da pressao
muscular, como consequéncia de hemorragia e edema (Gutierrez et al., 2009)

O musculo esquelético possui a capacidade de se regenerar e, para que isto ocorra, é
necessario que o suprimento de sangue, ou seja, a microvascularizacdo, esteja intacta, de
forma que os detritos fagociticos possam ser removidos. No veneno de viperideos, devido a
sinergia entre metalopeptidases e fosfolipases A,, ocorre a hidrolise dos componentes-chave
da membrana basal dos capilares, particularmente colageno tipo IV, causando ruptura da
microvasculatura. Dessa forma, forcas hemodindmicas que atuam na circulagdo causam a
distensdo destes vasos e a consequente ruptura da membrana celular, liberando o conteddo
intracelular (Escalante et al., 2011). Com as fibras musculares, vascularizagdo e nervos
danificados, a regeneracdo dos musculos esqueléticos fica prejudicada, resultando em
sequelas permanentes, podendo conduzir a amputagdes dos membros afetados (Gutierrez et
al., 2009; Hernandez et al., 2011).
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1.4 Terapia Antiofidica

Atualmente, o Unico tratamento preconizado nos casos de envenenamento ofidico é a
terapia com soro hiperimune. Ela foi desenvolvida em 1894, por Albert Calmette e Césaire
Phisalix & Gabriel Bertrand. Em 1896, o cientista brasileiro Vital Brazil fez uma contribuicéo
fundamental nesta area, ao demonstrar que a especificidade do soro antiofidico guardava
relacdo com o género da serpente (Chippaux e Goyffon, 1998). A soroterapia consiste na
administracdo parenteral de uma solucdo de imunoglobulinas especificas [IgG integras ou
seus fragmentos F(ab’), ou F(ab)], gerados pela digestdio com pepsina ou papaina,
respectivamente) purificadas a partir da imunizacdo de animais domesticos de grande porte,
principalmente equinos, com um pool de venenos de uma mesma espécie ou de diferentes
espécies de serpentes de importancia médica (soros mono- ou poliespecifico, respectivamente)
(Scheske et al., 2015; Chippaux e Goyffon, 1998; Silva et al., 2013). Ainda que a soroterapia
permaneca essencialmente a mesma atualmente, avancgos tecnoldgicos foram incorporados aos
protocolos de producdo e controle de qualidade, de forma a garantir a seguranca e a eficiéncia
do tratamento (Girish e Kemparaju, 2011; Harrison et al., 2011). Dentre as principais
preocupacOes estdo: a reducdo das reacBes anafildticas que ocorrem ao expor 0 sistema
imunologico do acidentado as imunoglobulinas de cavalos e seus fragmentos, gerando
imunocomplexos que podem piorar 0 quadro clinico da vitima (Gutierrez, 2012); e a
eliminagdo de pir6genos no antissoro, melhorando a seguranca da administracdo destes
(Morais e Massaldi, 2009).

Para confeccdo do soro antiofidico, alguns critérios devem ser levados em
consideracdo a fim de proporcionar a maior eficacia do mesmo: 1) delimitar a regido
geografica em que o soro serd utilizado; 2) identificar as espécies de serpente de maior
relevancia meédica para a regido em questdo e; 3) analisar a variabilidade da composicdo
proteica entre as espécies selecionadas (Gutierrez et al., 2010).

O Brasil e autossuficiente na producéo de soro antiofidico, sendo o Instituto Butantan
(SP), o Instituto Vital Brazil (RJ), a Fundagdo Ezequiel Dias (MG) e o Centro de Producéo de
Pesquisa de Imunoldgicos (PR), os principais produtores (Ministério-Da-Saude, 2001).
Todavia, algumas espécies de importancia medica no pais ndo estdo incluidas no pool de
imunizacdo, tais como a Bothrops atrox, principal espécie causadora de acidentes na regido
Amazonica (Calvete et al., 2010). Segundo alguns estudos, a ndo inclusdo do veneno de B.
atrox na producdo de antissoro se deve principalmente ao pedomorfismo (i.e., retencdo de

caracteres juvenis em individuos adultos) deste, e as importantes variagdes intraespecificas,
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com caracteristicas bioquimicas e perfis farmacoldgicos bastante distintos segundo a
ontogenia (venenos de filhotes, juvenis e adultos) e a distribuicdo geogréafica destas serpentes
(Neiva et al., 2009; Calvete et al., 2011; Furtado et al., 2010; Otero et al., 1997; Segura et al.,
2010). Desta forma, ha ainda bastante discussdo a respeito da eficacia da soroterapia para o
tratamento de envenenamentos causados por B. atrox.

De um modo geral, o tratamento antiofidico com soro hiperimune neutraliza bem os
efeitos sistémicos do envenenamento (ex.: hemorragia generalizada, coagulopatia, faléncia
renal etc). Quanto a neutralizacdo dos efeitos locais causados por alguns venenos (ex.:
mionecrose, hemorragia local, edema), tais como os botrépicos, mesmo quando administrado
rapidamente, o soro antiofidico é muito pouco eficaz. Esta limitacdo deve-se provavelmente ao
comprometimento da microvasculatura do local atingido, em funcédo da agdo extremamente
rpida das toxinas do veneno (Gutierrez et al., 2006; Gutierrez et al., 2007; Chippaux e
Goyffon, 1998; Queiroz et al., 2008). Estas toxinas provocam a liberacdo de mediadores
inflamatorios que ndo sao neutralizados pelo antissoro (Clissa et al., 2006; Moura-Da-Silva
et al, 1996). Adicionalmente, a lesdo microvascular compromete 0 acesso das
imunoglobulinas ao local da picada (Battellino et al., 2003). A fraca imunogenicidade de
algumas toxinas de baixa massa molecular (ex.: fosfolipases A, e algumas metalopeptidases)
em equinos € outro agravante que explica a dificuldade de se conseguir a neutralizacdo da
toxicidade tecidual local dos venenos (Who, 2010; Gutierrez et al., 2007; Gutierrez e Ownby,
2003; Queiroz et al., 2008; Battellino et al., 2003).

Estratégias para aumentar a eficicia da soroterapia sobre os efeitos locais e minimizar
os seus efeitos adversos, tais como a identificacdo dos componentes responsaveis pela
toxicidade dos venenos e seu mecanismo de acdo, assim como a pesquisa de moléculas
capazes de neutralizar tais efeitos, vém ganhando forca. Neste contexto, o estudo de
proteinas com atividade antiofidica isoladas do soro de animais naturalmente resistentes aos
venenos € de grande interesse para 0 desenvolvimento de tratamentos que possam
complementar a soroterapia, seja através de administracdo local ou sistémica (Girish e

Kemparaju, 2011; Harrison et al., 2011).
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1.5 Inibidores naturais de veneno de serpentes

A possibilidade da utilizacdo terapéutica de inibidores especificos de SVMPs e de
miotoxinas com estrutura de fosfolipases A, vem sendo aventada nos ultimos anos. Estas séo
as principais toxinas responsaveis pela hemorragia e pela mionecrose local no envenenamento
causado por serpentes da familia Viperidae (Moura-Da-Silva et al., 2007; Gutierrez e
Lomonte, 2013).

Inibidores naturais de metalopeptidases de venenos de serpentes ja foram isolados dos
plasmas de serpentes (Valente et al., 2001; Yamakawa Y e T., 1992) e de mamiferos
(Catanese e Kress, 1992; Farah et al., 1996; Jurgilas et al., 2003; Neves-Ferreira et al., 2000)
e tém sido extensivamente caracterizados.

Vaérios inibidores de fosfolipases A, (PLI) de venenos de serpentes ja foram descritos
(Ohkura et al., 1997). Os PLIa apresentam uma regido homdloga aos dominios de
reconhecimento de carboidratos de lectinas tipo C (célcio-dependentes). Eles foram
purificados do plasma/soro das serpentes Trimeresurus flavoviridis (Kogaki et al., 1989),
Agkistrodon blomhoffi siniticus (OHKUMURA et al., 1993), Atropoides nummifer (AnMIP)
(Quiros et al., 2007), Bothrops asper (Lizano et al., 1997), Bothrops moojeni (Soares et al.,
2003), Bothrops alternatus (BaltMIP) (Santos-Filho et al., 2011) e Cerrophidian goodmani
(Lizano et al., 2000).

Os PLIB sdo glicoproteinas acidas que possuem 33% de identidade de sequéncia com
0 dominio rico em leucina da ap-glicoproteina humana. Eles possuem efeito inibitorio
especificamente frente a PLA; basicas do veneno de crotalineos (Neves-Ferreira et al., 2010;
Lizano et al., 2003). Estes inibidores foram purificados de Agkistrodon blomhoffii siniticus
(OHKURA et al., 1997) e Elaphe quadrivirgata (Okumura et al., 2002). Os PLIy apresentam
mais ampla distribuicdo entre os inibidores de PLA,, possuem um padrdo de residuos de
cisteina caracteristico das proteinas que apresentam motivos three-finger encontrados em
receptores do ativador de plasminogénio tipo uroquinase e em antigenos de superficie da
superfamilia Ly-6. Foram isolados do plasma/soro das serpentes das familias Elapidae [Naja
naja kaouthia (Ohkura et al., 1994), Notechis ater (Hains e Broady, 2000), Notechis scutatus
(Hains et al., 2001) e Oxyuranus scutellatus (Hains e Broady, 2000)], Viperidae [Crotalus
durissus terrificus, Trimeresurus flavoviridis (Nobuhisa et al., 1997), Cerrrophidion
(Bothrops) godmani (Lizano et al., 2000)], Hydrophidae (Laticauda semifasciata) (Ohkura et
al., 1999) e Colubridae (Elaphe quadrivirgata) (Okumura et al., 2002). De Crotalus

durissus terrificus, 0 mesmo PLI foi isolado por dois grupos de modo independente: CNF
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(Crotalus Neutralising Factor) (Fortes-Dias et al., 1994) e CICS (Crotoxin Inhibitor from
Crotalus Serum) (Perales et al., 1995).

Até o momento, apenas um inibidor de miotoxinas com estrutura de fosfolipases A;
foi descrito em mamiferos, sendo isolado do soro do gambéa Sul-Americano Didelphis aurita
(Rocha et al., 2002). Este inibidor foi denominado DM64 e constitui o foco deste trabalho.
Suas caracteristicas serdo detalhadas mais adiante neste texto.

A resisténcia natural que alguns animais apresentam ao envenenamento ofidico pode
ser atribuida a mutacfes na estrutura primaria dos receptores das toxinas do veneno de alguns
destes animais resistentes, impedindo a interacdo toxina-receptor (Bastos et al., 2016) e/ou a
presenca de fatores séricos que neutralizam algumas atividades toxicas dos venenos (Neves-
Ferreira et al., 2010; Lizano et al., 2003; Perales et al., 2005; Perales et al., 1986). Estes
fatores séricos sdo proteinas que agem como aceptores sollveis, neutralizando as toxinas do
veneno atraves da formacdo de complexos estaveis ndo-covalentes. Estas proteinas podem ser
classificadas como inibidores de metalopeptidases de venenos de serpentes (SVMPI, Snake
Venom MetalloProtease Inhibitor) ou inibidores de fosfolipases A, miotdxicas (PLI,
PhosphoLipase A; Inhibitor) (Neves-Ferreira et al., 2010)

Um exemplo de mamifero marsupial resistente ao envenenamento por serpentes € 0
Didelphis aurita, o0 gambéa Sul-Americano (Figura 5), que se alimenta inclusive de serpentes
peconhentas (Voss e Jansa, 2012). Do plasma deste marsupial foram identificadas pelo
menos duas proteinas séricas capazes de se ligar a metalopeptidases e miotoxinas,
neutralizando-as e facilitando sua remocao do organismo do animal (Neves-Ferreira et al.,
2015). DM43 tem atividade anti-hemorragica (Neves-Ferreira et al., 2000; Neves-Ferreira et
al., 2002) e DM64 tem atividade antimiotoxica (Rocha et al., 2002).
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Figura 5 - Exemplar de Didelphis aurita. Foto de faunaeflorauna.blogspot.

A proteina DM43 foi o primeiro SVMPI de mamifero a ser completamente
sequenciado. DM43 é uma glicoproteina &cida de 291 residuos de aminoacidos, apresenta trés
dominios tipo imunoglobulina e quatro sitios de N-glicosilacdo do tipo complexo (Neves-
Ferreira et al., 2000; Neves-Ferreira et al., 2002; Leon et al., 2012). Com base em resultados
de cromatografia de exclusdo molecular e espalhamento dindmico de luz (DLS, Dynamic
Light Scattering) (NEVES-FERREIRA et al., 2002), DM43 era considerada homodimérica
em solucdo, com subunidades de 43 kDa. Entretanto, recentemente, através de
ultracentrifugacdo analitica (AUC, Analytical UltraCentrifugation), mostrou-se de maneira
inequivoca a natureza monomérica da proteina em solugcdo (manuscrito em preparacao).
DM43 mantém sua atividade inibitéria em uma ampla faixa de pH e temperatura e apresenta
atividades anti-hemorragica, antiletal, anti-hiperalgésica e antiedematogénica.(Neves-Ferreira
et al., 2000; Neves-Ferreira et al., 2010; Neves-Ferreira et al., 2002). DM43 também foi capaz
de inibir as atividades fibrinogenolitica e caseinolitica do veneno de Bothrops jararaca, além
de inibir a hidrolise de diversos outros substratos pelo veneno (ex.: colageno 1V, fibronectina,
laminina). DM43 também possui atividade inibitoria sobre a atividade proteolitica de SVMP
isoladas (ex.: jararagina) e de metalopeptidases de matriz extracelular (MMPs 2, 3 e 9) de
sobrenadantes de linhagens de fibroblastos (3T3) e de adenocarcinomas de mama (MCF7).

Estes ultimos resultados deram origem a patente intitulada “Uso de DM43 e seus fragmentos
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como inibidor de metalopeptidases de matriz” (codigo BRP10400284-9, deposito nacional em
05/11/03, concessdo em 18/03/2004; cddigo WO/2005/087252, depdsito internacional em
18/03/05, concessdo em 22/09/2005).

Uma caracteristica interessante da proteina DM43 é que ela ndo é capaz de
formar complexo com a jararagina-C, fragmento composto apenas pelos dominios tipo-
desintegrina e rico em cisteina derivados do processamento da SVMP hemorrégica jararagina
isolada do veneno de Bothrops jararaca. Este resultado parece sugerir que a interagdo DM43-
toxina depende da presenca do dominio catalitico da toxina (Neves-Ferreira et al., 2000;
Neves-Ferreira et al., 2010).

A antitoxina DM64 € uma glicoproteina acida de 64 kDa, homoéloga a alfalB-
glicoproteina humana e pertencente a superfamilia génica das imunoglobulinas. DM64 tem a
capacidade de inibir a miotoxicidade in vivo e a citotoxidade in vitro das miotoxinas | (D49) e
Il (K49) isoladas do veneno de Bothrops asper, sem inibir a atividade enzimética da primeira.
DM®64 ndo interfere com a atividade hemorragica e também ndo inibe a atividade proteolitica
da jararagina (Rocha et al., 2002). Este inibidor foi clonado e sua sequéncia de aminoéacidos
mostrou a existéncia de cinco dominios tipo-imunoglobulina, homdélogos aos trés dominios de
DM43 (Rocha et al., 2002) (Figura 6) e quatro sitios de glicosilacdo, sendo um no primeiro
dominio, dois no segundo dominio e um no quarto dominio, determinados apds a
desglicosilacdo de peptideos tripticos desta proteina pela enzima PNGase e sua subsequente
analise por espectrometria de massas (Leon et al., 2012).

Como descrito acima, as especificidades inibitorias de DM43 e DM64 sdo distintas e
podem estar diretamente relacionadas com as suas estruturas proteicas. O alinhamento da
sequéncia de alfalB-glicoproteina com as sequéncias das antitoxinas DM43 e DM64 mostrou
que DM®64 possui 5 dominios tipo-imunoglobulina, assim como a alfalB- glicoproteina. Por
outro lado, DM43 alinha-se em seus 3 dominios N-terminais (Rocha et al., 2002; Neves-
Ferreira et al., 2002; Trugilho, 2009). Estas proteinas apresentam 71% de identidade e 78% de
similaridade entre suas sequéncias, sendo a principal diferenca estrutural entre DM43 e DM64
0s 2 dominios adicionais de DM64. Além disso, chama atencdo um gap de quatro residuos no
terceiro dominio de DM64 (NEVES-FERREIRA et al., 2002; ROCHA et al., 2002) (Figura
6).
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1° Dominio
DM43 LKAMDPTPPLWIKTESPSTPWTNVTLLCVATNTEE LSEQW!KDGELLSTLP‘:'VGLVGKEWLGPVTADNRGIQRCRI LTSENDWTPLSAPVEVTGREP
DMé4 LLAMETTPRLWIETESPSTPWTNVTLQCVATNTEA LSEQ LWRDGELLSTLPPMGLVGKF3 LGPVTDDNRGLERCRI LMFENTWTSPSEPVEVTGKEP

alBG AIFYETQPS LWAESESI.LB’.PI.ANVTLTCQA-ELEIPDEQLFKNG‘.’AQEP'-."Z'ZT.DSPAIK'{:F-I_I.TC-DIQGR CRSGL-STGWTQLSKLLELTGPKS

2° Dominio
DM43 LPAPSLHAEPGPWI LPGLETKLHCRGMLLGMIEDLYQEGEQEPVRSSQTP- SAEATFIVNSTGNQSCLYRAPASAPSVNSTPSETIHVVIPDF
DMé4 LPAPLLRADPGPWILEGLETRLHCQGV LLGMIEDLYQEGEQEPV?\SSZ‘ITP-GTEATFIVNNTGN‘ESCLYRAPAPAS SVNSAPSETIHVVIPDL

alBG LPAPWLSMAPVSWITPGLXTTAVCRGV! LRG‘.TEL LRREGDEEFLEVPEAQEDVEATFEVHEQ PGNiSCSYRTDGEGALSEPSRIVTIZELF-;APP

3° Dominio
DM43 LPRANFYILNDRDFRPGDIVTFSCWARFSEREYD LEEKLFWJGQETPVEWPISDPI'IKVFFDLTAVGPKDGGI@SCRYRFRNGPPIWSEDSNVLE LDLSTGQ
DMé4 LPKPDFEIYDN Q‘.’IRPGDSVTFGCW‘SRFS----SLEEKLFRDGQEVFVPKQSS?DPKE IYFE LTAI_GPEDGG@SCRYRFRNGPPIWSEDSKQ LELVLITET

@lBG PPVLMHEGESSQVLEPGNKVTLTCVAPLS----GVDFQLRRGEKELLVPR-55TSPDRIFFELNAVAL GDGGHEICRYRLEDH QNGWSGDSAPVELILSDET

4° Dominio
DMe4 LAKPSLSVEPQETVISRGTK‘J'TMRCQGAQPNVKEVLLKKGSPGHTL--VLSSPESHVDFVLPNILSYDTGNESCLY\TQTEAPFAGSQRSEDVEIRVEGL

alBG LPAPEFSPEPES----- G?ALRLRCI.API.ESAREAL‘.’REDRGGRR‘.Y’IRFQSPAGTERLFELI'ZNIS’JA SANESCVYVDLKPPFGGSAPSERLELEVDGP

5° Dominio
DM64 LPXKPTLHPVHP-VVAPGRDAILHCSGKI PNAHEQI.FKDGEHEELEVSVLPIDDHAVNFLLKNINRQQG GK&RCRYTTREDPILESEMSDPAELQVTGQ
alBG PPRPQLRATWSGAVLAGRDAVLRCEGPI PD‘;’TEE LLREGETKAVKTVRTP--GAAANLELI F'-."SPQI‘EGE’-YSRCRYRSI*F.’PETFESEI.SDP':"E LLVAES

Figura 6 - Alinhamento das sequéncias de a1B-glicoproteina, DM43 e DM64. Destacados em vermelho

estdo os residuos diferentes entre estas sequéncias. Em amarelo, estdo assinalados os sitios de glicosilagio
experimentalmente determinados em DM43 e DM64; em cinza, os residuos de cisteina que formam as pontes
dissulfeto intra-dominio; em verde, os residuos de fenilalanina e tirosina em posicfes conservadas, tipicamente
encontrados em dominios tipo-imunoglobulina. Adaptado de Rocha et al. (2002).

1.6 Caracterizacéo estrutural de proteinas

Avangos na compreensdo molecular do fendmeno de resisténcia natural ao
envenenamento por serpentes dependem ndo apenas da identificacdo dos inibidores proteicos
envolvidos, mas também da caracterizacdo de seus mecanismos de acdo. Sabe-se que a funcéo
de uma proteina esta intimamente ligada a estrutura terciaria da mesma e, muitas vezes, sua
interacdo com ligantes ou com outras proteinas e complexos proteicos leva & conformagéo
ativa (Sieber e Marahiel, 2005). Entender a relacdo estrutura-funcdo de proteinas/complexos
proteicos, ou seja, a estequiometria da interacdo, estabilidade em solucdo, organizacao
topoldgica, regides de interacdo e conformacao, € fundamental para a compreensdo molecular

de muitos processos bioldgicos (Benesch et al., 2007).
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A Biologia Estrutural surgiu na década de 1950, quando as primeiras estruturas
cristalogréficas de proteinas foram elucidadas por Max Perutz e Jonh Kendrew (Franklin e
Gosling, 1953; Kendrew et al., 1958; Perutz et al., 1960; Watson e Crick, 1953); na década
de 1980, a estrutura tridimensional de uma proteina foi determinada pela primeira vez
utilizando a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) em solugdo (Wuthrich, 2001).
Desde entdo, o entendimento molecular dos sistemas bioldgicos vem sendo cada vez mais
detalhado. De acordo com o PDB (Protein Data Bank, www.pdb.org), existem

aproximadamente 120 mil proteinas cujas estruturas tridimensionais foram elucidadas
experimentalmente (Figura 7).
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Figura 7 - Crescimento anual do nimero de estruturas proteicas depositadas no Protein Data Bank
(PDB).(Adaptado de Protein Data Bank, 2017).

As principais técnicas utilizadas atualmente para determinacdo de estruturas sdo a
cristalografia de raios-X (CRP)(Perrakis et al., 1999), a ressonancia magnética nuclear em

solucdo (RMN)(Ketchem et al., 1993) e a crio-eletromicroscopia (crio-EM)(Patwardhan e
Lawson, 2016).


http://www.pdb.org/
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A cristalografia de raios-X é responsavel por cerca de 90% das estruturas depositadas
no PDB. A técnica é baseada no estudo do padrdo de difracdo de um feixe de raios-X
produzido por sua passagem por um cristal de proteina. O padrdo de difracdo é convertido em
um mapa de densidade eletrbnica, onde o esqueleto carbdnico da proteina serd ajustado até
que se obtenha a conformacdo final da proteina, ou seja, sua estrutura tridimensional. A
técnica produz estruturas de altissima qualidade e resolucdo. Entretanto, muitas proteinas sao
dificeis de cristalizar, j& que a condicdo ideal de cristalizacdo depende de inUmeros fatores,
tais como: pH, forca i0nica, temperatura, natureza do solvente, grau de pureza,
homogeneidade e concentracdo (Alberts et al., 2007; Drenth, 1994). Mesmo quando se
consegue o cristal da proteina, € possivel que este ndo difrate o feixe de raios-X com
resolucdo suficiente para se deduzir a estrutura tridimensional devido a heterogeneidade da
fragdo proteica obtida.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é responsavel por cerca de 9% das estruturas
encontradas no PDB. Esta técnica se baseia no fato de que os nucleos de atomos que possuem
spin nuclear se orientam na presenca de um campo magnético forte e esta orientagdo pode ser
modificada pela absorcdo de energia. Esta energia é fornecida ao sistema através de pulsos de
ondas de radio (com tempo de duracdo na faixa de pico a milesegundo e poténcia fixa). O
sinal de RMN é estudado quando os spins que tiveram sua orientacao alterada com relacéo ao
campo magnético do equipamento retornam a condicdo de equilibrio, gerando um sinal de
variacdo de intensidade no tempo, que sera convertido para o dominio de frequéncia. Esta
frequéncia depende da intensidade do campo magnético, do ndcleo estudado e do
microambiente estrutural da proteina em que o nucleo esta inserido. Esta informacdo é
extraida em diferentes tipos de experimentos que, em conjunto, fornecem restricdes
experimentais capazes de levar ao calculo da estrutura tridimensional da proteina (Berg et al.,
2002). A RMN de proteinas em solugdo € a unica técnica capaz de determinar a estrutura e a
dindmica de movimentos da proteina (dindmicas global e local) simultaneamente. Entretanto,
a metodologia muda de acordo com a massa molecular da proteina, gerando limitagdes em
diferentes etapas do processo. No geral, € necessario clonar e expressar heterologamente a
proteina marcada com os is6topos de nitrogénio e carbono que possuem spin nuclear (para a
RMN de proteinas, *°N e *3C), em concentracdes na faixa de 600puM a 1mM, quando trabalha-
se com proteinas na faixa de 20 a 30 kDa. Acima desta faixa, é necessario substituir todos 0s
ntcleos de *H por deutério e utilizar metodologias diferenciadas de aquisicdo dos dados de

RMN. Em alguns casos, é possivel reduzir a proteina a seus dominios e estuda-los de forma
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isolada, juntando-os posteriormente para reconstruir a estrutura proteica completa (Alberts et
al., 2007).

A crio-EM tem obtido destaque nos ultimos anos como uma nova ferramenta para
elucidacdo da estrutura de grandes complexos de macromoléculas. Esta técnica permite a
reconstrucdo tridimensional da estrutura da proteina a partir de um grande conjunto de
imagens de microspia eletronica de transmissdo da proteina congelada sob diferentes técnicas
(Frank, 2006). Apesar de ter sido considerada uma técnica de baixa/média resolucdo, novos
avancgos em crio-eletromicroscopia tém resultado em estruturas com resolu¢des menores que 4
A (Patwardhan e Lawson, 2016). Uma limitacdo desta técnica é a massa molecular das
proteinas que, no geral, precisa ser maior que 100 kDa. Em 2017, os cientistas Jacques
Dubochet, Joachim Frank e Richard Henderson foram premiados com o Nobel de Quimica
pelo desenvolvimento desta técnica.

Algumas proteinas e complexos proteicos ndo sdo passiveis de serem estudados por
estas técnicas classicas, sendo necessaria a utilizacdo de abordagens integrativas, baseadas em
métodos bioquimicos e biofisicos, onde diversas técnicas de caracterizacdo estrutural sdo
utilizadas em conjunto, como por exemplo SAXS (espalhamento de raios-X a baixo angulo),
troca de hidrogénio/deutério (HDX), ligacBes cruzadas (cross-linking) acopladas a
espectrometria de massas (estudado neste projeto), dentre outros (Figura 8), de forma a obter a
maior quantidade de informacdes possiveis acerca das proteinas estudadas (Sali et al., 2003;
Ward et al., 2013). Quando associadas a modelagem molecular, tais técnicas possibilitam a
geracdo de modelos que apresentam uma grande riqueza de detalhes (near-atomic
resolution)(Sinz et al., 2015; Chen et al., 2015).
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Figura 8 - Representagdo esquematica da abordagem integrativa em Biologia Estrutural. Figura extraida de
http://carlomagno-group.org/integrative-methods

1.7 Espectrometria de massas aplicada ao estudo estrutural de proteinas

Desde o final da década de 1980, a espectrometria de massas vem sendo utilizada para
a determinacdo de massa molecular, 0  sequenciamento/identificacdo, a
caracterizacdo/localizacdo de modificacdes pos-traducionais e/ou a quantificacdo de peptideos
e proteinas (Altelaar et al., 2012; Chahrour et al., 2015; Cravatt et al., 2007; Domon e Gallien,
2015). A analise de biomoléculas sofreu grande impulso depois do desenvolvimento de
métodos suaves de ionizacdo, tais como o ESI (ionizagdo por electrospray) e o MALDI
(ionizacdo por dessorcdo a laser auxiliada por matriz)(Fenn et al., 1989; Karas e Hillenkamp,
1988). As fontes de ionizagdo ESI ou MALDI podem ser hifenadas com diferentes tipos de
analisadores de massas, tais como o quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF), tempo de voo-tempo
de voo (TOF-TOF), ion trap linear (LIT), ion trap-orbitrap (LTQ-Obitrap) e quadrupolo-
orbitrap (Q-Orbitrap) (Hu et al., 2005; Michalski et al., 2011). Outros componentes
importantes dos espectrébmetros de massas sdo 0s detectores de ions (ex.:
eletromultiplicadores ou sistema de deteccdo de imagem de corrente) e o0s sistemas

computadorizados para controlar automaticamente a aquisicdo de dados (Cafias et al., 2006).
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Para a analise de amostras complexas em larga escala (protebmica shotgun), 0 mais comum
atualmente é o fracionamento prévio dos peptideos por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC)(Altelaar et al., 2012; Larance e Lamond, 2015).

A espectrometria de massas é uma técnica analitica sensivel, acurada, rapida, bastante
flexivel e altamente reprodutivel, sendo bastante consolidada quando se trata de
caracterizacdes envolvendo a estrutura primaria de proteinas. Entretanto, o0 emprego desta
técnica para a anélise de estruturas terciarias e quaternarias ainda é pouco difundido (Zhang et
al., 2013; Borch et al., 2005). Desde o inicio dos anos 2000, a utilizacdo da abordagem
integrativa, que consiste na utilizacdo de diversas técnicas de caracterizacdo estrutural
complementares, vem se tornando mais popular. Uma das op¢des é a associacdo da estratégia
de cross-linking (ligagdes cruzadas) com a espectrometria de massas, com o objetivo de se
obter o maior nimero possivel de restricdes espaciais que ajudem na predi¢do da estrutura

tridimensional de proteinas e complexos proteicos (Sali et al., 2003; Ward et al., 2013).

1.8 Cross-linking associado a espectrometria de massas (XL-MS)

Os primeiros experimentos utilizando a técnica de cross-linking foram realizados para
determinacdo do sitio ativo de enzimas e datam da década de 1920. Apds 1950, a técnica
passou a ser utilizada para estabilizar proteinas, imobiliza-las em suportes sélidos, acoplar
duas ou mais proteinas e caracterizar interagdes proteina-proteina (Hermanson, 2008; Means e
Feeney, 1990; Wong, 1991). Entretanto, quando passou a ser associada a espectrometria de
massas, a estratégia de cross-linking ganhou espa¢o como importante ferramenta para anélise
da conformacao tridimensional de proteinas e complexos proteicos (Sinz et al., 2015; Chen et
al., 2015).

O cross-linking é uma modificacdo quimica que resulta na ligacdo de duas espécies
(proteinas, peptideos, moléculas orgéanicas etc.) por meio de interagfes covalentes, muitas
vezes realizadas através da utilizacdo de um agente de ligacdo cruzada (ALC), que permite a
estabilizacdo de estruturas quaternérias de proteinas, a determinacdo do tipo de enovelamento
(Chen et al., 2010; Dihazi e Sinz, 2003), o monitoramento de mudancgas conformacionais apos
interacdo com um ligante (Carven e Stern, 2005; Huang e Kim, 2006), a determinacdo de
limites de distancia entre os residuos de aminoacidos de uma mesma proteina ou de proteinas

diferentes, a identificagé@o de interacdes entre parceiros (El-Shafey et al., 2006; Kitatsuji et al.,
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2007; Rappsilber et al., 2000) e o estudo estrutural de complexos proteicos (Leitner, 2016;
Sinz, 2003).

Quando utilizada para proteinas ou complexos proteicos, as cadeias laterais dos dois
residuos de aminodcidos espacialmente proximos e que se localizam em uma regido da
proteina acessivel ao solvente, sdo unidos pelos agentes de ligacdo cruzada, restringindo a
dindmica conformacional da proteina. Este ALC funciona como uma “régua” molecular
espacadora, que permite inferir distancias entre as cadeias laterais destes residuos em solucao.
Os ALC sdo compostos organicos constituidos por uma cadeia carb6nica de tamanho variavel
e duas extremidades que podem reagir com grupos funcionais idénticos (homobifuncionais)
ou diferentes (heterobifuncionais) (Sinz, 2006). Existe ainda uma terceira classe de ALC
conhecida como zero-length, capaz de catalisar a ligagdo covalente entre grupamentos amino
e carboxila espacialmente muito proximos (< 3 A), sem a introducéo de cadeias espacadoras
(Wong, 1991; Sinz, 2006). A escolha do ALC ideal depende ndo s6 de sua solubilidade,
tamanho e geometria, mas também da frequéncia/distribuicdo espacial dos residuos-alvo de
amino&cidos em diferentes proteinas (Hermanson, 2008; Wong, 1991).

Dentre os agentes de ligacdo cruzada disponiveis no mercado atualmente, 0s mais
utilizados sdo os ésteres derivados da N-hidroxisuccinimida (NHS) como, por exemplo, o
DSS (suberato de disuccinimidila) e seus derivados solGveis sulfo-NHS, como o BS® (suberato
de bis[sulfosuccinimidila])(Figura 9). Estes ALCs sdo de facil obtencdo, apresentam bom
rendimento de reacdo e geram produtos de ligacdo cruzada cujo padrdo de fragmentagédo por
MS/MS é bem conhecido. Além disto, tém como alvo principal o grupamento épsilon-amino
de lisina, residuo bastante frequente na maior parte das proteinas, localizado
preferencialmente na superficie das mesmas, portanto mais exposto ao solvente (Staros, 1982;
Leitner et al., 2010).
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Figura 9 - Estrutura molecular do suberato de dissuccinimidila (DSS) e do suberato de
bis[sulfosuccinimidila](BS®). Adaptado de (Shi et al., 2017).

Outros agentes de ligacdo cruzada menos utilizados sdo os trifuncionais, que
possuem um terceiro grupamento funcional (ex.: biotina), permitindo a posterior purificacdo
dos produtos de reacdo; os clivaveis, que podem ter a ligacdo cruzada desfeita, facilitando a
identificacdo dos peptideos; e os marcados isotopicamente, que funcionam como indicadores
da presenca do produto de cross-linking, aumentando as chances de identificagdo (Sinz, 2003;
2006; Merkley et al., 2013).

A utilizacdo do cross-linking associado a espectrometria de massas permite a
identificacdo das espécies moleculares ligadas pelos ALCs e a consequente obtencdo de
informacdes estruturais desejadas visto que, sabendo o comprimento dos ALCs, € possivel
inferir os limites maximos de distancia espacial entre os dois residuos ligados.

Nestes experimentos, também chamados de XL-MS (Figura 10), normalmente
emprega-se a estratégia bottom-up, onde a proteina (ou o complexo proteico) € estabilizada
covalentemente a partir do uso de um ALC especifico e submetida a digestdo enzimatica. Os
peptideos resultantes, ligados cruzadamente ou ndo, sdo identificados por espectrometria de
massas. Sabendo-se o comprimento do ALC e a especificidade da reacdo, € possivel inferir as
restricbes de distancia méaxima entre os residuos de aminoacidos ligados cruzadamente. A
partir desta informac&o, é possivel construir um mapa das restrigdes de distancia encontradas

e utiliza-lo para selecionar modelos estruturais compativeis com os dados experimentais.
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Figura 10 - Representacdo esquematica de um experimento tipico de cross-linking com anélise por
espectrometria de massas. Na técnica de cross-linking, o complexo proteico ou proteina de interesse é
estabilizado covalentemente utilizando reagentes chamados agentes de ligagdo cruzada. Apos a estabilizagdo, a
amostra sofre uma digestdo enzimatica (ex.: Lys-C e tripsina), seguida da analise por espectrometria de massas.
Para triagem automatica dos cross-links obtidos, utiliza-se um software especifico (ex.: SIM-XL), seguido de
validacdo manual dos espectros. Estes resultados geram um mapa de restrigdes de distancia, que podera ser
usado para filtrar modelos estruturais ou guiar a andlise de docking proteina-proteina (Adaptado de

www.dalton.com.br).

Apds a digestdo enzimatica, trés tipos diferentes de produtos de cross-linking podem
ser observados (Figura 11): dead-ends, observados quando somente uma extremidade do ACL
reage com a proteina (a outra extremidade € hidrolisada e, portanto, pode servir para indicar
regibes da proteina expostas ao solvente); cross-links intra-moleculares, quando ambas
extremidades do ACL reagem com residuos de aminoacidos presentes no mesmo peptideo; e
cross-links inter-moleculares, quando os residuos ligados cruzadamente encontram-se em
peptideos distintos. Estes peptideos podem ser de uma mesma proteina (sendo, portanto,
sugestivos do enovelamento proteico) ou de proteinas diferentes (no caso de complexos
proteicos). Neste Gltimo caso, os residuos envolvidos na ligacdo cruzada serdo indicativos da
circunvizinhancga da regido de interacdo entre duas proteinas, ja que os residuos da interface
de interacdo ndo sdo acessiveis ao solvente e, portanto, ndo reagem com os ALC (Sinz, 2014).

Por convencdo, o0 peptideo com a cadeia mais longa é denominado alfa (o), enquanto que o

menor é referido como beta (B).



4

° Possiveis produtos da

reacéo

Complexo proteico
pr— o
+ Dead-end

i o. o N

\/:Z- Mo""\lf‘soaua
NaO,s  © o
Agente de cross-linking BS? {

Intramolecular

N

Intermolecular

— /

Nao modificados

Complexo estabilizado

Figura 11 - Possiveis produtos da reacdo de cross-linking utilizando BS®. As reacdes cruzadas estdo
representadas em vermelho.

A andlise dos dados de cross-linking ndo € trivial, j& que a reacdo é tipicamente
subestequiométrica, ou seja, a maior parte dos peptideos gerados apés digestdo enzimatica ndo
apresentara modificagdes (Sinz, 2006; Singh et al., 2010). Estes peptideos, conhecidos como
lineares, ndo geram qualquer tipo de informacéo estrutural, contribuindo negativamente para
aumentar o intervalo dindmico das amostras. Uma alternativa é submeter as amostras a uma
etapa anterior de enriquecimento utilizando cromatografias de troca catidnica forte (ja que
peptideos modificados possuem maior estado de carga do que os peptideos lineares)(Rinner et
al., 2008) ou exclusdo molecular (ja que os peptideos modificados sdo maiores do que
peptideos lineares)(Leitner et al., 2012). Adicionalmente, peptideos com varias modificacdes
ocorrendo de forma simultanea e fragmentos com diferentes estados de carga também podem
ser detectados, aumentando consideravelmente o grau de complexidade das anélises (Sinz,
2003).
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Atualmente, a nanocromatografia liquida em coluna de fase reversa acoplada a um
espectrébmetro de massas do tipo Orbitrap, com fonte nanoeletrospray (nESI), é a melhor
alternativa metodoldgica disponivel para anélise das amostras complexas de cross-linking.
Isto porque estes analisadores de massas (ex.: QExactive Plus/HF, Orbitrap Fusion/Lumus)
permitem a aquisicdo de dados de MS1 e MS2 em alta resolucdo, aumentando
significativamente a confiabilidade dos resultados gerados (Zubarev e Makarov, 2013). No
espectrdmetro de massas, os peptideos sdo inicialmente ionizados por protonacdo, mais
frequentemente utilizando a técnica de electrospray, sendo posteriormente separados em fase
gasosa de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z) e detectados (ex.: sistema de imagem de
corrente), gerando espectros de MS1 com grande exatiddo de massa (erro < 5 ppm). Em
seguida, ions precursores selecionados a partir dos espectros MS1 sdo submetidos
individualmente a colisdo controlada com gas inerte (ex.: HCD ou Higher Energy Collisional
Dissociation), induzindo a fragmentacdo preferencial das ligacdes peptidicas e a geracdo de
um conjunto de ions cujas massas sdo analisadas no espectro de MS2. Duas séries
complementares de ions-fragmento com numero crescente de residuos sdo geradas
preferencialmente neste processo: série b, cujos ions-fragmento preservam o residuo N-
terminal do ion precursor; série y, que preserva o residuo C-terminal do peptideo precursor.
Analisando as diferencas de massas entre os ions-fragmento sequenciais de uma mesma série,
é possivel inferir a sequéncia do peptideo. Os ions-fragmentos sequenciais da série b
fornecem a sequéncia do peptideo na direcdo N-terminal — C-terminal, enquanto que a
sequéncia da série y é lida no sentido contrario (Seidler et al., 2010).

Em 2000, surgiram os primeiros softwares utilizados para identificacdo dos peptideos
modificados por ligacdo cruzada (Gotze et al., 2012; Mcilwain et al., 2010). Estes eram
versdes adaptadas de softwares de protedbmica convencional e apresentavam baixa
sensibilidade, além de possuirem uma interface de dificil compreensdo, que nédo ajudava nas
analises destes dados. Em 2014, nosso grupo de pesquisa colaborou no desenvolvimento do
software SIM-XL, dedicado as analises de dados de cross-linking, com interface de
visualizagdo dos espectros de massas, além de uma série de filtros e ferramentas graficas (ex.:
2D map, heat map) que facilitaram enormemente o processo de validagdo da grande
quantidade de resultados gerados (Lima et al., 2015). Nos ultimo anos, outros softwares
dedicados, apresentando uma interface mais amigavel e com alta sensibilidade, também foram
disponibilizados por outros grupos trabalhando na area (Belsare et al., 2014; Sarpe et al.,
2016).
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Apesar de todo o potencial da técnica de XL-MS, atualmente ndo ha um consenso na
literatura sobre como eles podem/devem ser utilizados para a elucidacdo da estrutura
tridimensional de proteinas. Como mencionado anteriormente, devido as limitaces que as
técnicas cléssicas de determinacdo de estrutura de proteinas apresentam e o alto custo
operacional das mesmas, cada vez mais tem-se procurado o desenvolvimento de técnicas
alternativas, como o XL-MS, que possam levar ao aumento do numero de estruturas
elucidadas via associacdo de técnicas computacionais de modelagem (métodos in silico) com
dados de restrigdes de distancias obtidos empiricamente.

1.9 Predicao de estrutura tridimensional de proteinas por métodos in silico

A maioria das estruturas tridimensionais de proteinas depositadas foram elucidadas
com a utilizacdo de técnicas experimentais, como a cristalografia de raios-X e a RMN.
Entretanto, como discutido anteriormente, nem todas as proteinas sdo susceptiveis a tais
metodologias. Desta forma, métodos computacionais (in silico) para determinacdo de
estrutura constituem uma alternativa interessante (Gibas e Jambeck, 2001).

As primeiras técnicas para modelagem molecular in silico foram divididas em trés
grupos: modelagem comparativa, modelagem por predicdo de enovelamento (threading) e
modelagem por predicdo ab initio, sendo a modelagem comparativa (ou por homologia) a
técnica mais dependente de informacdes disponiveis em bancos de dados. Entretanto, a
distincdo entre tais técnicas ndo é trivial e, atualmente, utiliza-se a seguinte classificacdo mais
ampla: a) métodos baseados em estruturas-molde ou template-based modeling (ex.:
modelagem comparativa e threading); b) métodos independentes de estruturas-molde ou
template-free modeling (ex.: predi¢do por primeiros principios ou ab initio) (Verli, 2014).

A modelagem comparativa é empregada para proteinas homologas, ou seja, que
possuem um ancestral comum, sendo evolutivamente relacionadas. Neste caso, € de se esperar
que apresentem sequéncias e estruturas com certo grau de similaridade. A estratégia busca por
sequéncias de proteinas semelhantes a sequéncia da proteina-alvo (cuja estrutura se pretende
determinar) que estejam depositadas em bancos de dados de estruturas (ex.: PDB). Esta
informagdo servird de guia para predizer a estrutura tridimensional do homdlogo
desconhecido (Orengo et al., 2003).

Proteinas que possuam semelhancas estruturais tendem a apresentar a mesma fungéo
bioldgica e, desta forma, podem ser agrupadas em familias, em fungéo da sua provavel origem

comum. De um modo geral, para cada proteina existem diversas proteinas semelhantes que
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podem ter suas estruturas utilizadas como moldes homologos (Becker et al., 2001). No
entanto, algumas sequéncias de proteinas possuem alta similaridade (cerca de 75%), apesar de
mostrarem estruturas tridimensionais significativamente diferentes, o que representa uma
importante limitacdo da estratégia de modelagem por homologia (Kosloff e Kolodny, 2008).

O processo de modelagem comparativa tem inicio com a identificacdo de proteinas
homologas que possuam estrutura conhecida e que mostrem similaridade de sequéncia
(preferencialmente > 40%) com a proteina alvo, para serem utilizadas como molde. Neste
processo, utiliza-se frequentemente a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) para alinhar a sequéncia de aminoacidos da proteina-alvo com sequéncias de proteinas
depositadas nos bancos de dados de estruturas (ex.: PDB), de forma a selecionar, com base na
familia e na funcdo bioldgica da proteina de interesse, uma lista de candidatos a proteina-
molde. Quando o alinhamento entre as sequéncias é baixo, pode ser necessario utilizar mais
de uma sequéncia de proteina (Orengo et al., 2003 ). Em seguida, tem-se a construcdo do
modelo para a proteina-alvo e, por fim, a avaliacdo e o refinamento do modelo construido
(Verli, 2014; Orengo et al., 2003; Becker et al., 2001; Fiser, 2010; Marti-Renom et al., 2000;
Modi et al., 2016).

A homologia vem se mostrando uma estratégia de grande importancia, auxiliando
inclusive na compreensdo da interacdo de complexos proteicos, sem que as estruturas
individuais tenham sido elucidadas (Ogawa e Toyoshima, 2002). Apesar dos resultados
significativos, ainda faz-se necessario o desenvolvimento de métodos mais eficientes para
construcdo, alinhamento e refinamento de estruturas, a fim de evitar erros nessas fases e,
consequentemente, a geracdo de modelos errdneos (Cavasotto e Phatak, 2009).

A técnica de predi¢do de enovelamento ou threading também utiliza conhecimento a
priori para predizer estruturas de proteinas (Jones et al., 1992). Em geral, ela é empregada
quando o grau de identidade de sequéncia entre a proteina-alvo e as sequéncias-molde
depositadas no banco de dados é baixo (20-30%). Nesta abordagem, utiliza-se uma biblioteca
de padrdes de enovelamento para uma determinada sequéncia de aminoacidos, comparando-se
trechos de sequéncias entre a proteina-alvo e proteinas-molde, com foco na conservacao de
estruturas secundarias (Shao et al., 2011). Segmentos peptidicos presentes na biblioteca
construida que possuam maior similaridade com a proteina-alvo serdo escolhidos. Esta acao é
repetida até que toda a sequéncia da proteina-alvo tenha sido completamente percorrida.
Conforme novos trechos da proteina-alvo sao formados, os modelos obtidos sdo avaliados até
que se encontre o mais satisfatorio. Os parametros que sdo levados em conta na construcdo do

modelo incluem: 1) similaridade entre as sequéncias (proteina-alvo e proteinas-molde); 2)
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ambiente da proteina-alvo (viabilidade, compatibilidade de regifes de estrutura secundaria e
global); 3) comparacao da energia da estrutura da proteina-alvo com a energia das estruturas-
molde existentes; 4) penalizacdo das regifes de gap, onde ndo é possivel o alinhamento com
sequéncias das proteinas-alvo (Zaki e Bystroff, 2008).

Quando a proteina-alvo possui baixa ou nenhuma identidade com estruturas
conhecidas, a opcdo € usar 0 meétodo ab initio, que se baseia na sequéncia primaria para
predizer o estado nativo (ou um conjunto destes)(Anfinsen, 1973), localizado no minimo
global de energia livre (estado termodinamicamente mais estavel) (Verli, 2014; Khoury et al.,
2014). A busca pelo minimo global é custosa computacionalmente, ja que os métodos de
busca conformacional lidam com um conjunto de possibilidades conformacionais muito
grande. O método ab initio é bastante complexo e dificil e estd limitado a sequéncias mais
curtas (< 100 residuos)(Verli, 2014). Alguns algoritmos (ex.: ROSETTA e I-TASSER)
utilizam métodos hibridos que englobam, além dos potenciais de interacéo, termos estatisticos
derivados de proteinas com estruturas conhecidas, sendo denominados métodos semi-ab initio
(Brasil et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Varios inibidores de fosfolipases de veneno de serpentes foram clonados e caracterizados.
Entretanto, os mecanismos moleculares e o0s determinantes estruturais envolvidos na
resisténcia de serpentes e mamiferos aos efeitos toxicos do envenenamento ofidico ainda nao
foram completamente elucidados. Ha muitos anos, o Laboratorio de Toxinologia do Instituto
Oswaldo Cruz vem estudando proteinas presentes no soro do gambda Didelphis aurita que
conferem a ele imunidade natural ao envenenamento ofidico. Entretanto, a relacdo estrutura-
funcdo destas proteinas antiofidicas ainda é amplamente ignorada. O grande desafio
atualmente é correlacionar a funcdo bioldgica a estrutura tridimensional de proteinas e
complexos proteicos. Ainda que consideradas como padrdo-ouro para caracterizacao
estrutural de proteinas, técnicas como cristalografia de raios-X e ressonancia magnética
nuclear possuem importantes limitacbes (ex.: tamanho da molécula e dificuldade de
cristalizacdo). Desta forma, abordagens hibridas associadas a espectrometria de massas vém
ganhando espago e sendo cada vez mais utilizadas. Nesta dissertagdo, utilizaremos a
espectrometria de massas em associa¢do com a técnica de cross-linking para a caracterizacao
estrutural da proteina antimiotoxica DM64, incluindo o mapeamento de suas regiGes de
interacdo com a miotoxina Il (K-49) de Bothrops asper. Os resultados deverdo subsidiar
estudos biotecnolégicos futuros, visando a utilizacdo da DM64 como modelo (template) para
o desenvolvimento de novas drogas especificamente desenhadas para minimizar os graves

danos teciduais locais frequentemente observados nos acidentes com venenos viperideos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar as bases estruturais da inibicdo da miotoxina Il do veneno de Bothrops asper

pela proteina antimiotoxica DM64 de Didelphis aurita

3.2 Objetivos Especificos

X Estabilizacdo do complexo ndo-covalente formado entre a DM64 e a
miotoxina Il (K49) isolada do veneno de Bothrops asper utilizando diferentes
estratégias de cross-linking (BS® ou XPlex), seguido de hidrélise enzimatica e
identificacdo dos peptideos ligados cruzadamente por espectrometria de massas de

alta resolucéo;

X2 Anélise dos espectros de fragmentacdo (MS/MS) utilizando o software SIM-

XL e verificacdo manual da qualidade dos espectros obtidos;

X Validacdo dos links observados através da medida das distancias (euclidiana e
topoldgica) entre os carbonos beta dos residuos envolvidos nos cross-links e
utilizacdo dos dados confiaveis em abordagens estruturais in silico (modelagem

molecular e docking molecular);

X Geracdo de um modelo que represente a estrutura da antimiotoxina DM64, em

consonancia com os dados empiricos obtidos por cross-linking.

<> Anélise da interacdo entre DM64 e miotoxina Il com tese nos inter-links

observados e nas estruturas disponiveis das proteinas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Antitoxina DM64 e miotoxina Il

A miotoxina Il (PLA; da classe K49) isolada do veneno de Bothrops asper foi doada
pelo Dr. Bruno Lomonte, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. O soro de
Didelphis aurita foi gentilmente cedido pelo Dr. Paulo Sergio D"Andrea, Laboratério de
Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatérios, I0C-Fiocruz, Rio de Janeiro.
Os gambas foram capturados e manipulados em consonancia com a legislacdo vigente
(Licenca permanente para coleta de material zoolégico IBAMA/SISBIO 13373-1, emitida em
19/11/2007 e Licenga CEUA/Fiocruz LW-39/14, valida até 19/05/2018, respectivamente). A
preparacdo homogénea da antitoxina DM64 do soro do gambéa foi obtida como descrito
previamente, utilizando cromatografias de troca aniénica em DEAE-Sephacel e afinidade em
coluna Hitrap-NHS, contendo miotoxina | de B. asper imobilizada (Neves-Ferreira et al.,
2000; Rocha et al., 2002)

4.2 Reacdo de cross-linking utilizando o agente BS®

O inibidor DM64 foi dessalinizado utilizando uma coluna Zeba™ spin desalting (0,5
mL/ 7K MWCO), equilibrada com tamp&o HEPES 20 mM pH 7,5. A miotoxina Il foi isolada
do veneno de Bothrops asper utilizando cromatografia de fase reversa como Ultimo passo
cromatografico. Desta forma, a amostra liofilizada foi dissolvida diretamente no tampao
HEPES, sem necessidade de dessalinizacdo prévia. O contetdo proteico das amostras foi
estimado com base em seus coeficientes de extingdo molar a 280 nm (Pace et al., 1995),
utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Fischer): miotoxina II, 21.275 M cm™ (1
mg/mL = 1,52 AU) e DM64, 57.005 M™* cm™ (1 mg/mL = 0,89 AU). DM64 (20 pg) foi
incubada com miotoxina Il (razdes molares 1:1 ou 1:2, DM64:miotoxina) em tampao HEPES
20 mM pH 7,5, por 15 min, a 25°C e, em seguida, o complexo foi estabilizado covalentemente
com o reagente de cross-linking BS® (Thermo Scientific), por 90 min, utilizando um excesso
de 20 x em peso sobre a quantidade de proteina (equivalente a 1:2800, proteina:BS®
mol/mol).Concentracdes menores de BS® também foram testadas (1:2000 mol/mol, 1:1000,
1:500 e 1:100). A reacdo foi interrompida pela adicdo de bicarbonato de amonio (g.s.p. 20
mM) e monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 %T, tanto em condi¢Ges

nativas quanto desnaturantes (Laemmli, 1970), seguido de revelagcdo com nitrato de prata. O



49

inibidor e a toxina também foram incubados separadamente com o agente de cross-linking,
sendo utilizados como controles do experimento. O BS® em excesso foi retirado das amostras,
apos a reacdo de cross-linking, por cromatografia de exclusdo molecular utilizando-se uma
coluna Superdex 200 HR (1 x 30 cm) (GE Healthcare) equilibrada com tampdo HEPES 20
mM pH 7,5, eluida a 0,5 mL/ min e monitorada a 220 nm em um sistema Akta Purifier. As
amostras estabilizadas covalentemente foram dessalinizadas utilizando microcolunas
empacotadas com resina Poros R1 (Applied Biosystems) e secas na centrifuga a vacuo (speed
vac). Antes da cromatografia, uma aliquota correspondendo a 10% do volume total de reacdo
foi retirada para analise por eletroforese em condicGes nativas e desnaturantes. O experimento
de cross-linking utilizando BS® foi repetido pelo menos duas vezes, como detalhado na Tabela
2.

Tabela 2 - Detalhamento de todos os experimentos de cross-linking analisados nesta dissertacao

¥ ; TOTAL ..
# RAW . COLUNA . Estequiometria
AMOSTRA | EXPERIMENTO | ENZIMA | prpe | sNCE | co S | RAW (DMO4:MTX.T)
{data) FILES
1 (07/07/2015) Tripsina 5 1:2 molimel
COMPLEXO 2 (14/07/2015) T“{:;?Jr B 17 1:2 molimel
3 (03/08/2015) T“Eé:é‘” 4 1:1 molimol
BS 1(07/07/2015) Tripsina 4 30-40 19 1:2 molmal
D64 ot :
(controle] 3 (05/0872015) T“E::é‘” 4 1:1 molimal
MIOTOXINA A Tripsina + .
(contrale 3 (05/08/2015) s 4 4 1:1 molimal
5 28.33 19
1(07/2016) 1:1 molimal
5 30-40 19
COMPLEXO 18
4 28-33 3
2 (10/2016) 1:1 molimel
4 30-40 3
12 28-33
1(07/2018) 19 1:1 molimel
PLEX DM64 Tripsina + 1 30-40 -
(controle) Ly:C 3 78,33
2 (10/2016) 3 1:1 molimal
2 30-40
6 28-33
1(07/2016) 19 1:1 molimal
MIOTOXINA § 30-40 6
(CODUGIE:I 2 2833
2(10/2016) 3 1:1 molimal
2 30-40
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4.3 Reacdo de cross-linking utilizando a estratégia XPlex

Para os ensaios utilizando a estratégia de XPlex, as amostras de DM64 e miotoxina Il
foram preparadas e pré-incubadas como descrito acima, substituindo-se o tampdo HEPES pelo
tampdo MOPS (4cido 3-N-morfolinopropanossulfonico) 100 mM pH 6,5. Para a reacdo de
cross-linking, utilizou-se o protocolo desenvolvido pela Dra. Mariana Fioramonte em sua tese
de doutorado na UNICAMP (Fioramonte, 2016). Trata-se de uma estratégia que consiste na
ativacdo de residuos acidos (Asp ou Glu), seguida da reacdo com uma diamina, levando a
formacdo de ligagdes amida entre esta Ultima e os residuos &cidos ativados. Alternativamente,
estes residuos podem reagir diretamente com residuos de Lys ou N-terminal (ou,
eventualmente, Ser), sem a participacdo da diamina, gerando cross-links do tipo zero-length.
A solucio de proteina (g.s.p. 5-10 pM, no volume final de reagdo), foram adicionados os
seguintes reagentes, previamente dissolvidos em MOPS e ajustados para pH 6,5: HOBt (N-
hidroxibenzotriazol, excesso molar de 500 vezes em relacdo a proteina), diamina (1,6-
diaminohexano, excesso molar de 1000 vezes) e EDC [cloreto de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida, excesso molar de 2000 vezes]. A reacdo ocorreu por 2 horas, a 30°C, sob
agitacdo. Apds este periodo, a reacdo foi interrompida por precipitacdo com uma mistura de
etanol/acetona gelada, por 12 horas, a 4 °C. Antes da precipitacdo, uma aliquota
correspondendo a 10% do volume total de reacéo foi retirada para analise por eletroforese em
condi¢cbes nativas e desnaturantes (Laemmle, 1970). O experimento de cross-linking
utilizando a estratégia XPLex foi repetido duas vezes, como detalhado na Tabela 2.

4.4 Desnaturacéo e hidrdlise das proteinas com as endopeptidases Lys-C e tripsina

As amostras de cross-linking (complexo, DM64 e miotoxina Il) provenientes das duas
metodologias empregadas foram ressolubilizadas em 20 uL de bicarbonato de amonio 0,4 M
contendo ureia 8 M. As amostras foram reduzidas por 3 horas, a 37°C, em 10 mM de
ditiotreitol (DTT), seguido de alquilacdo em 25 mM de iodoacetamida (IAA) por 15 minutos a
temperatura ambiente (protegido da luz) e, por altimo, um passo de quenching do excesso de
IAA por DTT, por mais 15 minutos, ao abrigo da luz. Apos diluicdo da ureia para 1 M, a
digestdo foi realizada com a adicdo de Lys-C (Wako), na proporc¢do de 1:100(enzima:proteina,
p/p), por 18-24 h, a 37°C, seguido da adi¢do de tripsina (Promega), na propor¢do de 1:50
(p/p), por 18-24 h, a 37°C. A reacgdo foi interrompida pela adicdo de acido férmico (q.s.p.
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1%), seguido da dessalinizacdo das amostras utilizando micro colunas POROS R2 (Applied
Biosystems), equilibradas em TFA 1% e lavadas com TFA 0,1% apds adicdo da amostra. Os
peptideos foram eluidos da coluna com TFA 0,1 % em acetonitrila 70 % e secos no speed-vac.
Apenas para BS®, testamos inicialmente as hidrélises somente com tripsina ou com tripsina +
Asp-N (1:50)(vide detalhes na Tabela 2).

4.5 ldentificacdo dos peptideos ligados cruzadamente por espectrometria de massas

A mistura de peptideos descrita acima foi ressolubilizada em é&cido férmico 1%,
seguido de misturacdo no vortex e incubacdo no banho ultrassom por 10 min. Apos leitura da
absorvancia a 280 nm no nanodrop para estimativa do contedo de peptideos (considerando-
se, para um caminho éptico de 1 ¢cm, 1 unidade de absorvéncia equivalente a 1 pg/uL), as
amostras (~ 1 pg) foram submetidas a nanocromatografia de fase reversa no cromatografo
Ultimate 3000 (Dionex) acoplado a fonte de nanoelectrospray do espectrébmetro de massas
hibrido quadrupolo-Orbitrap QExactive Plus. As amostras foram aplicadas inicialmente a 2
pL/min em uma pré-coluna de 2 cm de comprimento (didmetro de 100 um, particulas de 5 pm
e poro 200 A) e posteriormente fracionadas a 200 pL/min em coluna de 40 cm de
comprimento (didmetro de 75 um, particulas de 1,9 um ou 3 pm e poro 200 A) equilibrada
com solucdo A (0,1% de acido férmico em agua). Todas as amostras foram analisadas pelo
menos em duplicata técnica (vide detalhes na Tabela 2), utilizando um gradiente linear de 0-
50% de solugdo B (0,1% de acido férmico em acetonitrila) em 162 minutos (0,3% B/min),
seguido de gradiente até 80% de B em 4 minutos e eluicdo isocratica nesta condigcdo por 2
minutos adicionais. A analise dos peptideos foi feita no espectrdmetro de massas Q-Exactive
Plus (Thermo Scientific), operando no modo de aquisi¢do dependente de dados, utilizando
condicdes otimizadas para amostras de cross-linking. Os espectros de MS1 foram adquiridos
em modo profile, com 70.000 de resolugdo (FWHM m/z 200), na faixa de m/z de 200-1800,
automatic gain control (AGC) de 1 x 10°, maximum injection time (IT) de 100 ms. Os fons-
precursores mais intensos (até seis ions por espectro de varredura, com z > 3) foram
selecionados para fragmentacdo por HCD, utilizando duas energias de colisdo normalizadas
em sequéncia (Stepped Normalized Collision Energy ou sNCE): 30-40 e/ou 28-33)(vide
Tabela 2). Utilizamos janelas de isolamento de 3 e/ou 2 m/z (offset de 0,5 m/z) e exclusdo
dindmica de 60 segundos. Os espectros de fragmentacdo foram adquiridos no modo centroide,
com 35.000 de resolugdo, AGC de 5 x 10°, IT de 100 ms e a primeira massa fixada em m/z
200.
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4.6  Interpretacdo e validagdo dos resultados de cross-linking

A interpretagdo dos resultados de cross-linking foi feita automaticamente pelo
software Spectrum Identification Machine for Cross-linked Peptides (SIM-XL, disponivel em

http://patternlabforproteomics.org/sim-xl), versdo 1.3.1 (Lima et al., 2015). Os parametros

utilizados foram: < 3 clivagens perdidas, tolerancia de 5 ppm para MS1 e MS2, modificagdo
fixa em cisteina (carbamidometil) e banco de dados composto exclusivamente pelas
seugéncias FASTA das proteinas DM64 e miotoxina Il. Apds uma etapa inicial de filtragem
automatica dos dados, foi feita uma verificacdo manual da qualidade dos espectros dos cross-
links candidatos (para detalhes, ver Resultados e Discussdo).

A validacdo dos links de alta confianca observados foi realizada pela medida das
distancias euclidiana (menor distancia entre dois pontos, ignorando-se a eventual penetracao
em segmentos da estrutura proteica) e topologica (distancia normalmente ndo linear,
considerando apenas o caminho acessivel ao solvente ou “solvent accessible surface
distance”)(Kahraman et al., 2011) entre 4tomos selecionados dos residuos envolvidos na
reacdo. Todas as medidas foram feitas pelo software Topolink (L. Martinez et al., 2017).

Os dados produzidos pelo programa Topolink foram visualizados pelo software de
visualizacao de estruturas tridimensionais VMD (Visual Molecular Dynamics) (Humphrey et
al., 1996). As restricdes de distancia violadas foram representadas por uma reta tracejada,
colorida em vermelho, representando a distancia euclidiana entre os dois pontos, medida em
angstrons. As restricdes validadas foram representadas por sua distancia topoldgica, ou seja,
pelo caminho encontrado pelo software Topolink entre os dois residuos relacionados na
superficie da proteina, representado pelo conjunto bastdo/esfera colorido em verde.

Os limites de distancia considerados na validagdo dos cross-links estéo relacionadas na
Tabela 3.


http://patternlabforproteomics.org/sim-xl
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Tabela 3 - Distancias maximas permitidas, calculada pelo software TOPOLINK, para cada um dos
residuos envolvidos na reacéo de cross-linking. Em todos os casos, considerou-se a distancia entre os atomos
de carbono beta (CB-CB) dos residuos.

O resultado final do software Topolink foi

descrita na Tabela 4.

Diamina (CB-CB)
Residuol Eesiduo 2 Disténcia (4)
Glu Glu 16.9
Glu Asp 156
Asp Asp 143
ZL (CB-CB)
Residuol Eesiduo 2 Disténcia (4)
Asp Lys 114
Glu Lys 12,7
Glu Ser 8.8
Asp Ser 7.5
BS3 (CB-CB)
Residuol Eesiduo 2 Disténcia (4)
Lys Lys 221
Lys Ser 18.2

Tabela 4 - Cadigos utilizado pelo software Topolink

Cadigo Descrigdo

OK: EOUND Uma distancia toPoIégica valida foi encontrada e € consistente com
todas as observagoes.
Uma disténcia topolégica valida foi encontrada, entretanto é mais

OK: LONG longa do que a extensdo do linker. Porém, como o link ndo foi
observado, o resultado é consistente com as observagdes.

OK: EUCL A distancia euclidiana ultrapassa o limite do linker. Porém, como o

link ndo foi observado, o resultado é consistente com as observagoes.

OK: NOTFOUND

Uma distancia topoldgica valida ndo foi encontrada, mas a distancia
euclidiana é menor do que o comprimento do linker. Porém, como o
link ndo foi observado, o resultado é consistente com as observagoes.

Uma distancia topoldgica foi encontrada menor que a extensdo do

BAD: SHORT linker. Como o link ndo foi observado, o resultado é ndo é consistente
com as observagoes.
Uma distancia topologica foi encontrada e o link foi observado.

BAD: LONG Entretanto, a distancia é maior que o comprimento do linker. Portanto,
o resultado ndo é consistente com as observacoes.

BAD: EUCL O link foi observado, mas a distancia euclidiana no modelo é muito

longa para ser considerada.

BAD: NOTFOUND

O link foi observado, a distancia euclidiana esta dentro dos limites,
mas uma distancia topologica valida ndo foi encontrada.

BAD: MISSING

O link ndo foi observado, mas deveria ter sido, dado que a distancia
topologica encontrada estava dentro do limite aceitavel.

validado utilizando-se a codificacdo
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4.7 Predicdo da estrutura molecular de DM64

A modelagem molecular de DM64 foi realizada em colaboracdo com o Dr. Francisco
Gomes-Neto, do Laboratério de Toxinologia, IOC/FIOCRUZ.
A sequéncia da proteina DM64 foi obtida no banco de dados UNIPROT

(http://www.uniprot.org) sob numero de acesso Q8MIS3. A sequéncia depositada contém uma

regido inicial referente ao peptideo sinal. Neste trabalho, utilizamos apenas a sequéncia

referente a proteina madura (residuos 24 a 504), totalizando 481 residuos de amino&cidos.

4.7.1 Predicéo inicial de estrutura

Utilizamos trés diferentes algoritmos para analisar a sequéncia de aminoacidos de
DM64 e fazer uma primeira predicdo de estrutura (organizacdo em dominios, familia) para
DM64: PSI-BLAST (Altschul et al., 1997), o algoritmo Ginzu de predicdo de dominios do
servidor Robetta (http://robetta.bakerlab.org) (Kim et al., 2004) e o algoritmo de predicdo de

estruturas automatizado I-Tasser (Yang e Zhang, 2015a)
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/).

4.7.2 Modelagem molecular da proteina DM64

Para a modelagem molecular de DM64, utilizamos duas abordagens: (i) modelagem
molecular da proteina completa (contendo todos os dominios), utilizando trés estratégias
automaticas diferentes: Robetta, I-Tasser e Modeller (Aduldecha et al., 1991); (ii) modelagem
molecular dos dominios tipo-imunoglobulina isolados de DM64 usando o I-Tasser. Os
melhores modelos obtidos para os dominios isolados foram utilizados para realizagdo da
técnica de docking molecular usando dados de cross-linking. Os parametros utilizados foram
aqueles adaptados pelo grupo do Ruedi Aebersold (Kahraman et al., 2013) e o manual da suite
de aplicativos de modelagem molecular Rosetta, versdo 2017.08.59291. Desta forma, o0s
dados obtidos através da andlise dos experimentos de cross-linking foram utilizados como
restri¢ces de distancia entre os pares de &tomos envolvidos. O potencial de restri¢do utilizado
foi o BOUNDED. O limite superior de distancia entre os pares de residuos ligados
cruzadamente foi utilizado conforme padronizado pelo programa Topolink. O limite inferior

de distancia entre os pares de residuos foi computado como o tamanho maximo das cadeias


http://www.uniprot.org/
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laterais envolvidas, sem considerar a insercdo de cadeias espacadoras. O protocolo de docking
global utilizado esta resumido na Tabela 5 que exemplifica o docking entre os dominios 5 e 4
de DM64.

Tabela 5 — Resumo do protocolo de docking global utilizado (exemplo do docking D5-D4)

-in:file:s D4-D5.pdb Arquivo de coordenadas dos dominos
-nstruct 10000 NuUmero de modelos/docking
-partners E_D Move D em relacdo a E

-dock_pert 3 8 Perturbacdo translacéo e rotacdo

Rotaciona o segundo parceiro de docking ao redor do centro

~spin de massa do primeiro parceiro

-randomizel Posicéo aleatdria do primeiro parceiro de docking
-randomize2 Posicdo aleatdria do segundo parceiro de docking
-ex1 Adicédo de rotameros de cadeia lateral

-ex2aro Adicdo de rotameros de cadeia lateral
-constraints:cst_file  d4- . - .

d5.cst - Arquivo com restri¢cdes de distancias

-constraints:cst_weight 1 | Peso das restricdes de distancia
Filtros do score docking desligado (energia total negativa,

-no_filters energia de interacdo negativa e energia de restricdes <=1)
-out:file:fullatom Modelo gerado em modo contendo todos os a&tomos
-out:suffix _options Sufixo adicionado ao nome dos modelos gerados

-out:path:all ./poses/ Sub-diretério de armazenamento
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabilizagdo do complexo entre DM64 e miotoxina Il por cross-linking
utilizando o ALC BS®

A técnica de cross-linking associada a espectrometria de massas € uma abordagem que
vem sendo cada vez mais utilizada para auxiliar na predicdo de estruturas de proteinas e seus
complexos. Nela, proteinas e/ou complexos proteicos sdo estabilizados por ligacoes
covalentes através de agentes de cross-linking, sendo posteriormente analisados por MS/MS.
As restricOes espaciais determinadas empiricamente sdo integradas a estratégias de predicao
computacional, constituindo a chamada “modelagem hibrida ou integrativa” (Leitner et al.,
2016).

Comercialmente, existem diversos tipos de ALC’s disponiveis. Os mais conhecidos e
utilizados sdo os que apresentam grupamentos reativos frente a aminas primarias, sulfidrilas e
4cidos carboxilicos (Back et al., 2003). Em nosso estudo, foi utilizado o agente BS®, que
apresenta em suas extremidades o grupamento NHS reativo para 0 e-amino da cadeia lateral
de lisina e o grupamento N-terminal e, eventualmente, residuos contendo hidroxila,
principalmente serina (Madler et al., 2009). Este ALC possui as mesmas caracteristicas do
DSS (suberato de disuccinimidila), mais comumente utilizado, sendo solivel em tampé&o
aquoso, ao contrario do DSS, que necessita de solventes organicos. Os grupamentos reativos
sdo separados por um braco espacador, que consiste de uma cadeia carbbnica com o
comprimento de 11,4 A que, somado ao comprimento das cadeias laterais com os quais ele
reagiu, delimita a distancia méxima possivel entre os dois residuos (Paramelle et al., 2013).
Por exemplo, se o BS® reagir com duas lisinas, teremos os 11,4 A do brago espagador
somados ao tamanho da cadeia lateral da lisina (6,4 A), medido a partir do carbono-alfa do
esqueleto carbdnico, perfazendo a distancia maxima de 24,2 A. Entretanto, simulacbes de
dinamica molecular indicam que esta distancia pode ser um pouco maior (de 26 até 30 A),
devido a flexibilidade proteica (i.e., movimentos locais e/ou globais da proteina, envolvendo
tanto a cadeia principal, quanto as cadeias laterais)(Merkley et al., 2014). Desta forma,
residuos de aminoacidos que estejam na superficie da proteina ou do complexo proteico
(portanto, acessiveis ao solvente), serdo conectados de forma covalente pelos ALCs,

fornecendo restricbes de distancia espacial que poderdo guiar a predicdo de estruturas
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tridimensionais e/ou filtrar modelos estruturais que sejam compativeis com os dados
experimentais.

Para otimizar as condi¢Oes experimentais da reagdo de cross-linking, o complexo
formado entre a antitoxina DM64 e a miotoxina Il foi estabilizado covalentemente pelo agente
de ligagdo cruzada BS® em diferentes concentracdes e a eficiéncia da reagdo foi monitorada
por eletroforese em gel de poliacrilamida, tanto em condi¢des nativas (Figura 12A) quanto em
condigBes desnaturantes e redutoras (Figura 12B). Esta otimizagdo é de extrema importancia
para preservar a estrutura nativa da proteina estudada, evitando a indugdo de distorgdes

estruturais, oligomerizacao artefatual, agregacdo ou precipitacdo (Merkley et al., 2014).
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Figura 12 - Estabilizacdo do complexo entre a antitoxina DM64 e miotoxina Il utilizando diferentes
concentragdes de BS®. A: Eletroforese em condicdes nativas e B: Eletroforese em condices desnaturantes e
redutoras. Ambos os géis foram revelados por impregnagéo por prata. Raia 1: DM64 controle; 2: DM64 + BS®
1:20 (p/p); 3: miotoxina Il controle; 4: miotoxina Il + BS® 1:20 (p/p); 5: Complexo DM64 + miotoxina Il
estabilizado com BS® 1:20 (p/p)[equivalente a 1:2800 (mol/ mol)]; 6: Complexo DM64 + miotoxina Il
estabilizado com BS® 1:2000 (mol/mol); 7: Complexo DM64 + miotoxina Il estabilizado com BS® 1:1000
(mol/mol); 8: Complexo DM64 + miotoxina Il estabilizado com BS® 1:500 (mol/mol); 9: Complexo DM64 +
miotoxina Il estabilizado com BS® 1:100 (mol/mol); MM, padrdo de massa molecular (fosfolipase B: 94 kDa;
albumina de soro bovino: 67 kDa; ovoalbumina : 43 kDa; anidrase carbdnica: 30 kDa; inibidor triptico de soja:
20 kDa e a-lactoalbumina: 14,4 kDa).

Ao submeter o complexo DM64-miotoxina |l estabilizado com diferentes
concentragBes de BS® & eletroforese em condicBes nativas, ndo observamos aumento da
oligomerizacdo/agregacdo nas maiores concentracdes de cross-linker (Figura 12A). Com
excessos molares de 2800 e 2000 de BS®, ndo houve diferencas significativas quanto ao
padrdo das bandas no gel de SDS-PAGE (numero, intensidade relativa e mobilidade) (Figura

12B). Entretanto, a banda referente ao complexo estabilizado pelo BS® na relacdo molar de
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1:2800 (proteina:cross-linker) parece um pouco mais difusa do que as bandas referentes aos
complexos estabilizados com concentragdes menores de BS®, sugerindo a ocorréncia de um
namero maior de cross-links. Nesta condi¢do, as bandas referentes aos controles de DM64 e
miotoxina praticamente desaparecem, dando origem a banda do complexo estabilizado. A
medida que reduzimos a quantidade de BS®, observou-se um aumento progressivo da
intensidade das bandas referentes a DM64 e a miotoxina ndo complexadas (Figura 12B).
Desta forma, o complexo formado entre a antitoxina DM64 e a miotoxina Il foi
estabilizado covalentemente pelo agente de ligacdo cruzada BS® na concentragdo de 1:20
(p/p)(equivalente a 1:2800 mol/mol) para analises posteriores. Ao submeter a mistura de
DM®64 e miotoxina Il a eletroforese em condicGes nativas (Figura 13A), visualizou-se, na raia
3, uma reducdo expressiva da intensidade da banda referente a DM64 controle (raia 1) e 0
aparecimento de uma nova banda principal (indicada com asterisco), de menor migracao
eletroforética, sugerindo que houve modificacdo significativa das caracteristicas fisico-
quimicas de DM64. Quando o complexo foi estabilizado pelo BS® (Figura 13A, raia 4), sua
mobilidade eletroforética foi bastante acelerada, sendo ligeiramente menor do que o controle
de DM64 tratado com BS? (raia 2). Em géis nativos, a migraco eletroforética sofre influéncia
ndo s6 do tamanho/forma da proteina, mas também de sua carga liquida (Garfin, 1990). Isto
explica o porqué de a banda referente ao controle de miotoxina Il ndo aparecer no gel (Figura
13A, raia 5); no pH 6,8 do gel de empilhamento, a miotoxina Il (pl 9 - 10) (Lomonte e
Rangel, 2012) tem carga liquida positiva, ndo sendo capaz de entrar no gel e/ou migrar em
direcdo ao anodo (i.e., polo positivo). Por sua vez, o complexo ndo-estabilizado com BS®
(Figura 13A, raia 3) é capaz de entrar no gel, mas tem a mobilidade retardada quando
comparado ao complexo estabilizado (Figura 13A, raia 4). No primeiro caso, o efeito de carga
das lisinas da miotoxina € muito maior do que no segundo, quando grande parte das lisinas

deve estar envolvida em ligagGes de cross-linking.
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Figura 13 - Estabilizacdo do complexo entre a antitoxina DM64 e miotoxina Il utilizando BS® A:
Eletroforese em condigdes nativas e B: Eletroforese em condi¢Oes desnaturantes e redutoras. Ambos 0s géis
foram revelados por impregnacéo por prata. Raia 1: DM64 controle; 2: DM64 + XPlex; 3: Complexo DM64 +
miotoxina 11; 4: Complexo DM64 + miotoxina Il estabilizado com XPlex. 5: miotoxina Il controle; 6: miotoxina
Il + XPlex. Figura A: Eletroforese em condigdes nativas. O asterico indica o complexo ndo covalente formado
entre a DM64 e a miotoxina Il; Figura B: Eletroforese em condicBes desnaturantes e redutoras. A seta indica o
complexo DM64 + miotoxina Il estabilizado com XPlex. Ambos os géis foram corados por impregnagdo por
prata.. MM, padrdo de massa molecular (Fosfolipase B — 94KDa, Albumina de soro bovino — 67 KDa,
Ovoalbumina — 43KDa, Anidrase carbdnica — 30KDa, Inibidor triptico de soja — 20KDa e a-lactoalbumina -
14,4KDa).

Em condi¢bes desnaturantes e redutoras (Figura 13B), a banda de miotoxina (raia 5)
pode ser visualizada sem problemas, em funcdo de sua carga liquida negativa resultante da
saturacdo com o detergente aniénico SDS. Por outro lado, a banda do complexo inibidor-
toxina ndo € preservada nestas condicdes (raia 3), sendo possivel apenas detectar as bandas
referentes a DM64 (raia 1) e a miotoxina Il (raia 5) isoladamente, indicando que a interacao
entre as duas proteinas ¢ mantida por forcas de natureza ndo covalente. Quando este mesmo
complexo é estabilizado pelo BS®, verificamos a presenca de uma nova banda de maior massa
molecular (raia 4, indicado pela seta) e o desaparecimento das bandas referentes aos controles
do inibidor ou toxina estabilizados por BS® (raias 2 e 6). Este resultado demonstra que o
complexo, originalmente ndo covalente, foi estabilizado covalentemente pelo cross-linker. A
aparéncia difusa e alargada das bandas referentes as proteinas estabilizadas pelo BS® é
esperada, sendo consequéncia da geragdo de uma populacdo heterogénea de proteinas
contendo cross-links em namero e posicdo diferentes. No caso particular da miotoxina Il
(Figura 13B, raia 6), em funcdo do grande numero de lisinas presentes (19 Lys em 121
residuos totais), parece ocorrer um excesso de reacao, levando a oligomerizacéo da proteina

controle, que pode ser visualizada na forma de bandas pouco intensas com diferentes
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mobilidades eletroforéticas. A analise das reacdes de cross-linking do complexo e do controle
de DM64, por sua vez, ndo sugere a ocorréncia agregacao artefatual extensiva.

Apo6s confirmacédo da eficiéncia da reagdo de cross-linking através da eletroforese, o
complexo DM64 + miotoxina Il, DM64 controle e miotoxina Il controle estabilizados pelo
BS® foram submetidos & cromatografia de exclusio molecular para remoc&o do excesso de
BS® e dessalinizacdo (Figura 14). No caso da miotoxina controle, ndo se conseguiu recuperar
qualquer material ap6s a reacdo com o BS®. Em seguida, as amostras estabilizadas com BS®
foram hidrolisadas com as seguintes combinacgdes de enzima: tripsina, tripsina + Asp-N e/ou
tripsina + Lys-C. Depois da clivagem e dessalinizacao dos peptideos, estes foram analisados

por espectrometria de massas do tipo nLC-nanoESI-HCD-MS/MS no espectrdmetro de

massas Orbitrap modelo Q-Exactive Plus.
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Figura 14 - Cromatografia de exclusdo molecular das amostras estabilizadas pelo ALC BS® . Os picos
indicados pela seta vermelha foram coletados e hidrolisados por Lys-C + tripsina e posteriormente submetidos
a espectrometria de massas.
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5.2 Estabilizacdo do complexo entre DM64 e miotoxina Il por cross-linking
utilizando a metodologia XPlex

Um dos principais objetivos deste trabalho é a utilizacdo dos dados provenientes de
cross-linking para guiar a predicdo da estrutura da antitoxina DM64; logo, para aumentarmos
0 numero de espécies de ligacdo cruzada, facilitando o processo de modelagem, utilizamos
uma nova metodologia de cross-linking, denominada XPlex.

A metodologia XPlex foi recentemente desenvolvida pela Dra. Mariana Fioramonte
em sua tese de doutorado, sob orientacdo do prof. Fabio Gozzo (Fioramonte, 2016). Ela utiliza
condicdes de reacdo brandas e que ndo induzem mudancgas conformacionais na proteina e se
divide em duas reacdes possiveis: a primeira consiste na ativagdo de acidos carboxilicos das
cadeias laterais de Asp ou Glu (e também do C-terminal da proteina), seguida da reagcdo com
uma diamina, levando a formacdo de ligacdes amida entre esta ultima e os residuos acidos
ativados (XPlex-Ac). Alternativamente, residuos acidos ativados podem reagir diretamente
com a cadeia lateral de residuos de Lys ou N-terminal (ou, eventualmente, Ser), sem a
participacdo da diamina, gerando cross-links do tipo zero-length (XPlex-ZL)(ou seja, sem
cadeia espacadora entre os residuos ligados covalentemente).

Ao utilizar a metodologia XPlex, pode-se aumentar consideravelmente o nimero de
espécies de ligacdo cruzada obtidas, devido a alta frequéncia dos residuos de acido aspartico,
acido glutdmico, lisina e serina na maior parte das proteinas (Figura 15).

Distribuigao da frequéncia de aminoacidos
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Figura 15 - Distribuicdo da frequéncia de aminoacidos em proteinas de acordo com o banco de dados
UniProtKB/TrEMBL (UniProt, 2017). No grafico estdo representadas 102.248.261 sequéncias de proteinas
compreendendo 34.355.436.272 aminoacidos. Destacados em vermelho, os residuos de aminoacidos reativos
frente ao XPlex.
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A Figura 16 ilustra a sequéncia da DM64. Observamos que, utilizando o agente BS?,
temos um total de 59 residuos de aminoacidos passiveis de reacdo cruzada (22 lisinas, 36
serinas e 1 residuo N-terminal), correspondendo a cerca de 12% dos residuos da proteina.
Com a metodologia XPlex-Ac, temos mais 60 residuos que podem reagir através de uma
diamina (22 aspartatos, 37 glutamatos e 1 residuo C-terminal). Considerando também a reacao
do tipo zero-length (XPlex-ZL), tem-se o total de 119 residuos passiveis de reacao, ou cerca
de 25% do total. Como o numero tedrico de espécies de ligacdo cruzada aumenta com
aproximadamente o quadrado do numero de residuos disponiveis para realizacdo da reacdo
(Fioramonte, 2016), espera-se que, ao dobrar este Ultimo nimero, tenhamos um aumento
significativo de cross-links observados. Na prética, entretanto, os numeros podem ser bem
menores, ja que sofrem influéncia de diversos fatores, tais como a composi¢do de acidos
aminados e sua distribuicdo na proteina, o grau de exposic¢ao dos residuos-alvo ao solvente e
sua reatividade intrinseca (Leitner et al., 2014), além das variacbes de eficiéncia de

ionizacdo/fragmentacdo dos diferentes produtos de cross-linking (Paramelle et al., 2013).

LAMETTPRLWIETESPSTPWTNVTLQCVATNTEALSEQ
LWEDGELLSTLPPMGLVGHESLGPVTDDNRGLYRCRIL
MEFENTWTSPSEPVEVTG PLPAPLLRADPGWILHGL
THELHCQGVLLGMIFDLYQEGEQEPVRSSHTPGTEATETI
VNNTGNYSCLYRAPAPASSVNSAPSETIHVVIPDLLP
PDFHIYDNQVIRPGDSVTFGCWGREFESGLEFLEXDGQLEV
FVPrQSSHEDPHHIYFELTALGPEDGGEYSCRYRFEFRNGP
PIWSEDSQLELVLTTETLAXPSLSVEPQETVISRGTUHEV
TMRCQGAQPNVHXFVLL GSPGHTLVLSSPESHVDFEVL
PNILSYDTGNFSCLYVQTEAPFAGSQRSEDVEIRVEGL
LPAEPTLHPVHPVVAPGRDAILHCSGHEIPNAHFQLFEFHEDG
H LEVSVLPIDDHAVNFLLENINRQOGGKYRCRYTT

Figura 16 - Sequéncia de aminoacidos da antitoxina DM64. Destacados em verde: residuos de serina; em
amarelo: residuos de lisina; em vermelho: residuos de acido aspartico e em azul: residuos de &cido glutamico.

Na metodologia XPlex, os acidos carboxilicos do complexo DM64-miotoxina Il, da
DM®64 controle e da miotoxina Il controle foram ativados por HOBt e EDC na presenca de
diamina, incubando-se a mistura por 2 horas & 30 °C. Apés este periodo, a reacdo foi
interrompida, precipitando-se as proteinas com etanol/acetona. Da mesma forma que no
cross-linking utilizando o ALC BS®, a eficiéncia da reacéo foi monitorada por eletroforese em

condicdes nativas e em condicGes desnaturantes e redutoras (Figura 17).
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Figura 17 - Estabilizacdo do complexo entre a antitoxina DM64 e miotoxina Il utilizando a metodologia
XPlex. A: Eletroforese em condicdes nativas. O asterico indica o complexo nédo covalente formado entre a DM64
e a miotoxina Il; B: Eletroforese em condigBes desnaturantes e redutoras. A seta indica o complexo DM64 +
miotoxina Il estabilizado com XPlex. Raia 1: DM64 controle; 2: DM64 + XPlex; 3. Complexo DM64 +
miotoxina I1; 4: Complexo DM64 + miotoxina Il estabilizado com XPlex. 5: miotoxina Il controle; 6: miotoxina
Il + XPlex. Ambos os géis foram corados por impregnagdo por prata. MM, padrdo de massa molecular
(Fosfolipase B — 94KDa, Albumina de soro bovino — 67 KDa, Ovoalbumina — 43KDa, Anidrase carbénica —
30KDa, Inibidor triptico de soja — 20KDa e a-lactoalbumina - 14,4KDa).

Ao submeter o complexo DM64-miotoxina Il a eletroforese em condicGes nativas
(Figura 17A), visualizamos, na raia 3, diminuicdo importante da banda referente & DM64
controle (raia 1) e o surgimento concomitante de uma nova banda de menor migracao
eletroforética (asterisco vermelho) sugerindo, mais uma vez, a formacdo de complexo entre
estas duas proteinas. Na raia 4, observamos uma banda com a aparéncia difusa, de menor
mobilidade eletroforética, referente ao complexo estabilizado covalentemente. Neste caso,
como a reagdo envolve também as cadeias laterais de residuos acidos, 0 menor nimero de
cargas negativas na superficie da proteina, somado ao efeito contrario exercido pela carga
positiva das lisinas ndo modificadas, explicaria a reducdo da mobilidade eletroforética
observada. Em ambos os casos, a formacdo de complexo foi confirmada apoés a identificacao,
por MS/MS, de peptideos do inibidor e da toxina apés digestdo in gel da banda eletroforética
correspondente. A miotoxina controle, como discutido anteriormente, ndo entra no gel nativo
devido a sua grande basicidade.

Quando analisamos as mesmas amostras por eletroforese em condi¢fes desnaturantes e
redutoras (Figura 17B), observamos duas bandas distintas na raia 3: uma correspondendo a
DM64 e outra, a miotoxina. Mais uma vez, o resultado indica que o inibidor interage com a

miotoxina por forcas de natureza ndo covalente. Na raia 4, visualizamos a reducdo de
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intensidade da banda de miotoxina e a intensificacdo da banda de menor mobilidade
eletroforética (indicada pela seta). Diferentemente do BS®, a reacdo de cross-linking com
XPlex ndo parece ser capaz de modificar a totalidade das moléculas de DM64 disponiveis. Por
outro lado, o resultado das eletroforeses mostra que a oligomerizacdo artefatual das amostras
ndo parece ter ocorrido.

Posteriormente a comprovacao da eficiéncia da reacdo, o complexo DM64-miotoxina

e seus respectivos controles estabilizados pelo XPlex foram precipitados com etanol e
acetona. Em seguida, submetemos as amostras a hidrdlise por Lys-C + tripsina e posterior
analise por espectrometria de massas do tipo nLC-nanoESI-HCD-MS/MS em espectrémetro
Q-Exactive Plus.

A técnica de XPlex é inovadora e, portanto, a maioria dos softwares disponiveis para
andlise de cross-linking ndo é capaz de buscar as espécies geradas por esta metodologia. O
software SIM-XL (Lima et al., 2015), utilizado para os dados com o ALC BS®, vem sendo
constantemente melhorado para possibilitar a identificacdo de peptideos modificados pelo
XPlex e foi utilizado nas nossas analises. Como veremos a seguir, as validacdes manuais dos
espectros seguiram os mesmos critérios de classificagdo utilizados para os dados de BS®, com

excecao dos ions-diagndstico que, no caso do XPlex, ainda ndo foram reportados.

5.3 Analise dos espectros de fragmentacdo dos peptideos modificados pelo
BS®e XPlex

Na fragmentacdo por HCD, peptideos protonados (ex.: por eletrospray) sao
isolados e acelerados contra um gas inerte em uma camara de colisdo. Os ions-
fragmento gerados sdo enviados para o C-trap, sendo posteriormente injetados no
Orbitrap, onde suas relacdes massa/carga sdo determinadas. Apos a colisdo com o gas,
parte da energia cinética é convertida em energia vibracional interna dos ions,
levando-os a fragmentacdo preferencial nas ligacdes peptidicas. Esta fragmentacdo é
promovida por um “proton-mével”, ou seja, ha necessidade de um proton localizado
no sitio de clivagem para que a ligacdo amida se torne mais suscetivel (Chi et al.,
2010).

Em tese, a fragmentagdo dos precursores pode gerar ions a,, by, €y Xn, Yn € Z,, Sendo 0
par b/y mais frequente, ja que as ligacGes peptidicas sdo mais labeis (Figura 18). Os ions b

sdo classificados como pertencentes a série N-terminal, pois preservam o aminoacido N-
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terminal do peptideo precursor. Ja a séerie y, € classificada como C-terminal, por preservar o

aminoacido C-terminal do precursor (Seidler et al., 2010).
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Figura 18 - Peptideo de nove residuos, mostrando a clivagem nas liga¢des peptidicas e os ions das séries b
e y que sdo gerados preferencialmente. Extraido de (Cantu et al., 2008).

A presenca de pelo menos um ion-diagnostico (m/z 222,1; 239,2 e 305,2) nos
espectros de fragmentagdo de peptideos modificados com BS® facilita a identificacdo dos
peptideos ligados cruzadamente. Eles sdo formados pelo rearranjo da cadeia lateral de
residuos de lisina e da cadeia espacadora do cross-linker (Figura 19). Felizmente, suas
massas ndo coincidem com as massas esperadas de nenhum ion-fragmento das séries b ou y

dos vinte aminoacidos naturais (Iglesias et al., 2010; Santos et al., 2011).

QWO+

O m/z 222.1494

Qraz’

NH, © m/z 239.1759

m/z 305.2229

Figura 19 - Estrutura dos ions-diagnostico de m/z 222,1; 239,2; 305,2. Extraido de Iglesias et al. (2010)

Na analise de espectros de cross-linking por DSS ou BS® recomenda-se
primeiramente verificar a presenca dos ions-fragmento m/z 222,1 e 239,2 no espectro de
fragmentacdo. Caso estes ndo sejam observados, podemos afirmar que ndo se trata de espécie
modificada pelo ALC. Entretanto, se pelo menos um deles estiver presente, devemos verificar

também a presenca do ion-fragmento m/z 305,1. Se ndo o encontrarmos, provavelmente trata-



66

se de um espectro proveniente de um produto de cross-linking classificado como dead-end,
onde o peptideo se encontra ligado ao ALC (DSS ou BS®) por uma lisina apenas. Outras
possibilidades sdo um cross-link entre uma lisina e o residuo N-terminal ou outro residuo (em
ambos o0s casos, exceto lisina). Se o ion m/z 305.5 estiver presente, pode ser tratar-se de uma
espécie intra-molecular ou inter-molecular onde o ALC, em ambos os casos, esta ligado a duas
lisinas (Santos et al., 2011).

Quando os ions m/z 147,1 e 175,1, referentes ao y1 lisina e arginina, respectivamente.
sd0 encontrados em espectros de peptideos modificados por DSS ou BS®, pode-se inferir
que trata-se de uma ligacao inter-molecular (dois residuos C-terminais diferentes). Se apenas
um destes ions for detectado, pode se tratar de um link intra-molecular (um Gnico peptideo) ou
um link inter-molecular em que ambas as cadeias possuem o mesmo C-terminal; outra
possibilidade seria um link inter-molecular em que um dos peptideos é o C-terminal da
proteina, desde gque diferente de lisina (lglesias et al., 2010).

Os espectros MS2 provenientes da fragmentacdo dos peptideos de DM64, miotoxina Il e
complexo foram analisados pelo software Spectrum ldentification Machine for Crosslinked
Peptides (SIM-XL) (Lima et al., 2015). Este programa possui em seu algoritmo a possibilidade
de busca por ions-diagndstico nos espectros dos peptideos modificados, facilitando e agilizando a
detec¢do dos mesmos.

Apo6s uma filtragem automatica realizada pelo SIM-XL (score > 3, nimero de ions
fragmento por cadeia >3, erro ppm < 5, nimero de observagdes do espectro > 1), os links inter-
proteinas (indicando a interacdo entre DM64 e miotoxina Il) e intra-proteinas (indicando ligacoes
cruzadas dentro da propria estrutura de DM64 ou miotoxina Il) foram validados manualmente e
classificados (i.e., excelente, bom etc), levando-se em conta: 1) A presenca de ions-diagnostico
indicativos da ocorréncia da reacdo de cross-linking com BS® (m/z 222.1, m/z 239.2, m/z 305.2);
2) A cobertura de sequéncia dos peptideos modificados pelo ALC; 3) A relacdo sinal/ruido do
espectro; 4) A anotacdo dos ions-fragmento mais intensos; 5) A possibilidade de localizacéo
inequivoca do linker; 6) O padrdo de distribuicdo de erro de massa dos ions-fragmento
observados. Apenas 0s espectros que apresentaram uma alta confiabilidade (classificados como
excelentes e bons) nestes aspectos foram considerados para modelagem.

Inicialmente, avaliamos os resultados das diferentes estratégias de hidrdlise usando a
amostra de DM64 controle estabilizada com BS® (Figura 20). Para este ensaio, utilizamos trés
enzimas diferentes: tripsina, tripsina + Lys-C e tripsina + Asp-N. Observamos que, quando a
amostra foi hidrolisada pela associagdo das enzimas tripsina + LysC, obtivemos um maior nimero
de links e, consequentemente, maior cobertura de sequéncia de DM64 (363 residuos de 481 ou
75,5%). No caso de trispina + Asp-N, a cobertura foi de 48,8% (234 residuos de 481), enquanto
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que a hidrélise exclusivamente com tripsina gerou 63,4% de cobertura (305 residuos de 481). E
importante notar que a cobertura referida acima foi calculada pelo programa SIM-XL levando-se
em conta exclusivamente os peptideos modificados por intra- ou inter-links. Ou seja, peptideos
lineares (ndo-modifcados) ou contendo apenas dead-ends néo foram contabilizados. Observamos
também um maior nimero de links entre os diferentes dominios de DM64, o que € extremamente
importante para auxiliar no posicionamento dos dominios no docking molecular, diminuindo
assim o espaco de busca. A mesma tendéncia foi observada quando analisamos os links entre
DM64-miotoxina Il. Para a miotoxina Il no complexo, ndo obtivemos grandes diferencas de
cobertura com as trés estrategias utilizadas (cobertura em torno de 80% ).

A associacdo de tripsina + Lys-C aumenta a eficiéncia da clivagem em lisina, residuo
responsavel pela maior proporcao de clivagens perdidas com tripsina. Entre outras caracteristicas,
a Lys-C, ao contrario da tripsina, é ativa sobre residuos de lisina seguidos de prolina. A hidrolise
mais eficiente leva a diminuicdo do tamanho dos peptideos, aumentando a probabilidade de
deteccdo dos mesmos pelo espectrdmetro de massas. Com base nestes resultados iniciais,
decidimos prosseguir com o0s ensaios de cross-linking utilizando LysC + tripsina para

hidrolise das proteinas.
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Figura 20 - Intra-links observados na estrutura de DM64 controle utilizando diferentes estratégias de
hidrolise. A) Hidrolise utilizando as enzimas Asp-N + tripsina B) Hidrdlise utilizando a enzima tripsina e C)
Hidrolise utilizando a associagdo de Lys-C + tripsina. Ap6s filtragem automatica dos espectros de cross-linking
com o auxilio do software SIM-XL e validacdo manual segundo os critérios elencados anteriormente, criamos
um mapa bidimensional (2D) indicando os intra-links (classificados como excelentese bons) encontrados na
estrutura de DM64, utilizando o ALC BS®. Cada linha lilas representa um cross-link observado entre residuos de
lisina e/ou serina (BS®). A sequéncia da proteina esta representada pelo retangulo colorido, usando a seguinte
notacdo para os dominios Ig-like presentes na proteina. D1: laranja; D2: verde, D3: cinza; D4: azul; D5: roxo.
As sequéncias consenso de N-glicosilagdo estdo mostradas em rosa. As linhas vermelhas representam ligacoes
(inter-proteina) entre peptideos idénticos. Estes e todos os demais mapas bidimensionais da dissertacdo foram
gerados pelo visualizador xiNET (crosslinkviewer.org/index.php).
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5.3.1 Andlise dos espectros de miotoxina Il

N&o observamos intra-links na miotoxina Il controle utilizando o ALC BS®. Esta
proteina apresenta um grande numero de lisinas (23% dos resisuos de aminoéacidos) (Figura
21) em sua estrutura priméria. Tal caracteristica parece propiciar um excesso de reacao,
levando a formacdo de diversos oligdbmeros. Ao realizar a cromatografia de exclusdo
molecular para purificacio das proteinas e retirada do excesso de BS®, ndo conseguimos
recuperar quantidade suficiente destas amostras, possivelmente como consequéncia da sua
agregacao/precipitacéo.

Utilizando a metodologia XPlex-AC, ndo observamos links na miotoxina controle
devido a presenca de poucos residuos acidos em sua estrutura primaria. Por outro lado,
guando analisamos a miotoxina em complexo com a DM64, conseguimos observar diversos
links utilizando as metodologias BS® e XPlex-ZL. Estes resultados foram analisados na
estrutura cristalografica de miotoxina Il, servindo como prova de conceito para validar nossa
estratégia metodoldgica, principalmente os critérios de avaliacdo utilizados para atribuir

confiabilidade aos espectros de fragmentacdo dos peptideos ligados cruzadamente.

SLEFELGEFMILQETGHENPAXNSYGAYGCNCGVLGRGHEP
DATDRCCYVHECCY LTGCNP DRYSYSWHEDHKTIV
CGENNSCL LCECDHFAVAICLRENLNTYN YRYYL
PLC ADAC

Figura 21 - Sequéncia de aminoacidos da miotoxina Il. Destacados em verde: residuos de serina; em amarelo:
residuos de lisina; em vermelho: residuos de acido aspartico e em azul: residuos de acido glutamico.

Desta forma, conseguimos identificar 18 intra-links de alta confiabilidade (classificados
como excelentes ou bons) na estrutura da miotoxina Il em complexo com a DM64, sendo 13
provenientes da reacdo com BS® e 5 provenientes da reacdo XPlex ZL. A Figura 22 mostra
exemplos de espectros de alta qualidade obtidos utilizando as estratégias de BS® e XPlex,
respectivamente. Na Figura 23 estdo mostrados 0s mapas bidimensionais de restricdes de distancia

obtidos com as duas metodologias.
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Figura 22 - Espectros MS/MS de alta confiabilidade (excelente) e cobertura de sequéncia de cross-links
intra-moleculares de miotoxina Il em complexo com DM64 provenientes da reacdo com BS® (A) e XPlex-
ZL (B). Em ambos espectros, observa-se: a) boa relagdo sinal-ruido (painel 1); b) alta cobertura de sequéncia
(fons-fragmentos marcados e numerados por tragos azuis e vermelhos) (painel I1); ¢) auséncia de dubiedades
quanto ao posicionamento do linker (marcado por um traco negro) (painel I1); d) presenca dos ions-diagnéstico
caracteristicos da reacdo com BS? (painel I11); ) distribuicdo uniforme de erro na determinacio da relacdo m/z
dos ions-fragmento (painel 1). Cada ponto indica um ion-fragmento identificado, enquanto que as linhas
tracejadas indicam a margem de erro permitida (2 desvios-padrao) em relacdo a linha em negrito, que indica a
tendéncia central de distribuicdo de erro.
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Figura 23 - Intra-links observados na estrutura da miotoxina Il em complexo com a DM#64. Apés filtragem
automatica dos espectros de cross-linking com o auxilio do software SIM-XL e validacdo manual segundo os
critérios elencados anteriormente, criamos um mapa bidimensional (2D) indicando os intra-links (classificados
como excelentes ou bons) observados utilizando a metodologia XPlex (ZL) (A) e o ALC BS® (B). Cada linha
lilés representa um cross-link observado entre residuos reativos. A sequéncia da proteina esta representada pelo
retdngulo rosa, com a numeacao dos residuos. A possibilidade de reacdo com os residuos C- e N-terminal foi
considerada nas buscas.
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5.3.1.1 Validacao dos cross-links utilizando a estrutura cristalina da miotoxina Il.

Apols a classificacdo manual dos espectros referentes aos links observados para
miotoxina Il, fizemos a validacéo destes na estrutura cristalografica da proteina depositada no
banco de dados Protein data Bank (PDB), sob o nimero de identificacdo 1CLP (Arni et al.,
1995). A miotoxina Il de Bothrops asper é uma enzima da classe das hidrolases, constituida
por 121 residuos de aminoacidos, com massa molecular de 14 kDa (Figura 24). A estrutura
cristalogréafica contém na unidade assimétrica duas unidades da proteina, com resolucdo de
28 A.

Estudos anteriores (Arni et al., 1995; Arni e Ward, 1996) baseados em eletroforese em
gel de poliacrilamida, indicavam que a miotoxina Il de Bothrops asper é encontrada na forma
dimérica em solucdo, apresentando subunidades idénticas de 14 kDa. Entretanto,
recentemente, através de ultracentrifugacdo analitica (AUC, Analytical UltraCentrifugation),
nosso grupo mostrou de maneira inequivoca que esta proteina é encontrada na forma de
mondmeros em solucdo (manuscrito em preparacdo). Desta forma, utilizamos apenas uma
subunidade para validacéo dos links.

A estrutura depositada no PDB contém intervalos irregulares na numeracdo dos
residuos para que suas posicdes sejam comparaveis a regides conservadas de outros membros
da familia de miotoxinas. Neste trabalho, renumeramos os residuos de aminoacidos para
refletirem a numeracdo continua da sequéncia de aminoécidos depositada, em concordancia

com a analise realizada pelo programa SIM-XL.

>1CLP:A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
10 20 30 40 50
O e I N
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHcC
YKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENL
NTYNKKYRYYLKPLCKKADAC

Figura 24 - Sequéncia da miotoxina Il renumerada para utilizagdo em nosso trabalho. Em amarelo estdo
indicados os residuos envolvidos na regido do sitio ativo e, em vermelho, a lisina responsavel pela
impossibilidade de coordena¢do do atomo de célcio, fundamental para a atividade catalitica desta classe de
enzimas. A regido responsavel pela miotoxicidade esté representada em azul.

A miotoxina Il é estabilizada por sete ligacOes de dissulfeto: C26-C115, C28-C44,
C43-C95, C49-C121, C50-C88, C57-C81 e C75-C86 (Lomonte e Rangel, 2012) e possui uma
regido catalitica constituida pelos residuos Asp99, His48 e Lys49. O residuo Asp99 estabelece
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ligacGes de hidrogénio com os residuos Tyr52 e Tyr73, formando a chamada rede de
interacdes cataliticas (Figura 25). Vale relembrar que a miotoxina Il possui uma mutacdo em
seu sitio catalitico, onde o &cido aspartico normalmente presente na posi¢do 49 das PLA;
miotoxicas é substituido por uma lisina. Tal fato impede a coordenagdo do atomo de calcio,
fundamental para a atividade catalitica desta classe de enzimas (Lee et al., 2001; Scott et al.,
1992). Entretanto, estas proteinas apresentam atividade miotdxica sobre membranas, atribuida
a presenca de uma regido rica em aminoacidos hidrofébicos e catidnicos (peptideo 115-129)

em sua porcao C-terminal (Lomonte et al., 2003; Ambrosio et al., 2005).

Tyr51

Figura 25 - Estrutura cristalografica da miotoxina Il de Bothrops asper. A estrutura é representada na forma
de cartoon onde as hélices alfa sdo coloridas em azul, as fitas beta coloridas em amarelo, as voltas coloridas em
ciano e as regifes em Randon coil sdo coloridas em branco. As ligacdes dissulfeto estdo representadas na forma
de bastdes coloridas em amarelo. Os residuos do sitio ativo estdo representados por suas cadeias laterais e
indicados pelas legendas His47, Tyr51, Tyr64 e Asp89. Os residuos envolvidos em crosslinks estdo
representados por bastdes finos e esferas coloridas em verde.
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Os residuos envolvidos nos cross-links intra-miotoxina foram tabelados e submetidos
a analise pelo software Topolink, como mostrado na Tabela 6 abaixo. Utilizou-se como
referéncia o carbono beta dos pares de residuos dos cross-links e a estrutura cristalografica da
miotoxina Il. O programa Topolink primeiramente calcula a distancia euclidiana entre os dois
residuos envolvidos. Se esta distancia estiver dentro do limite méximo estabelecido e os
residuos estiverem expostos na superficie da proteina, é iniciada a fase de busca por um
caminho que interligue os dois residuos (distancia topoldgica). Em compara¢do com 0s
carbonos alfa da cadeia principal, carbonos beta ttm maior probabilidade de exposicdo ao
solvente; além disto, por fazerem parte da cadeia lateral, ttm a vantagem de imprimir maior

grau de liberdade a medida.

Tabela 6 - Analise das distancias euclidianas e topolégicas realizadas pelos software Topolink.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
ALC  psiduor  Resituol _ Resiouoy _ Residusy _Eucidiana__Topologiea  OMAX__ Reslado
BS3 LYS 7 LYS 69 13,859 16,042 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 7 LYS 71 14,262 17,12 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 7 LYS 105 22,18 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 15 LYS 37 17,748 >22.100 22,1 BAD:NOTFOUND
BS3 LYS 15 LYS 90 16,772 >22.100 22,1 BAD:NOTFOUND
BS3 LYS 15 LYS 105 10,478 11,33 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 19 LYS 37 17,469 >22.100 22,1 BAD:NOTFOUND
BS3 LYS 19 LYS 105 9,583 12,537 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 19 LYS 106 14,302 16,993 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 69 LYS 71 8,158 13,403 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 69 LYS 83 15,862 18,288 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 69 LYS 90 12,523 15,176 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 71 LYS 90 13,65 15,174 22,1 OK:FUND
ZL GLU 12 LYS 19 15,941 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 12 LYS 71 9,416 9,864 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 53 GLU 84 8,274 8,304 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 71 GLU 84 23,198 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 71 GLU 98 14,67 >12.700 12,7 BAD:EUCL

Coluna 1: ALC, agente de ligacdo cruzada; Colunas 2 e 4: residuos envolvidos na reagdo de cross-linking;
Colunas 3 e 5: posi¢do, na estrutura primaria da proteina, dos residuos envolvidos na reacdo de cross-linking;
Coluna 6: distancia, em linha reta, entre atomos de carbono beta dos pares de residuos; Coluna 7: distancia entre
0s mesmos dois residuos, levando em consideracdo a superiicie da proteina exposta ao solvente; Coluna 8:
distancia maxima permitida, levando em consideracdo o tamanho da cadeia espacadora (apenas no caso do BS?®)
e as cadeias laterais dos residuos envolvidos na reacdo de cross-linking; Coluna 9: validacdo dos links onde: a)
OK:FOUND significa que as distancias (euclidiana e topolégica) do link foram validadas; b) BAD:EUCL: a
distancia euclidiana encontrada foi maior que a permitida; ¢) BAD:NOTFOUND: a distancia euclidiana foi
validada, mas a topoldgica ndo foi encontrada.
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Analisando a tabela acima, observamos que o ALC BS® teve 4/13 restricdes ndo
validadas, correspondendo a cerca de 30% do total identificado. O agente de cross-linking
XPlex-ZL apresentou 3/5 restricdes ndo validadas, representando 60% do total identificado.
Entretanto, vale lembrar que as restricbes de distancia apresentadas na Tabela 6 foram
validadas em uma estrutura cristalografica (1CLP). Desta forma, a dinamica molecular
apresentada pela proteina em solucdo pode ser o provavel motivo de alguns links ndo terem
sido validados, ou seja, ndo apresentarem distancias dentro do limite maximo permitido de
acordo com o ALC utilizado e as cadeias laterais dos residuos envolvidos na reacéo.
Corroborando esta hipdtese, observamos que os links ndo validados envolvem, de maneira
recorrente, regides de voltas e/ou random coils, que sdo mais flexiveis do que as regides de
estrutura secundaria regular (hélice alfa e fita beta). Neste trabalho, utilizamos limites de
distancia bastante restritos, diferentemente do observado em outros trabalhos, que utilizam
distancias bem maiores (Rahraman et al., 2013). A ndo validacdo de parte dos links € uma
observacao recorrente (Merkley et al., 2014). Tudo isto considerado, temos grande confianca
na qualidade dos dados de cross-linking gerados.

Na Figura 26, analisamos os cross-links identificados na estrutura da miotoxina Il
(1CLP) utilizando a mesma representacdo de cores da Figura 25. Os cross-links identificados
foram representados na forma de um caminho que conecta os dois residuos relacionados, ou
seja, a distancia topoldgica (linha de esferas colorida em verde). Os cross-links ndo validados
foram representados pela distancia euclidiana (linha reta) entre os dois residuos relacionados,
indicado pela linha tracejada colorida em vermelho (Figura 26A). Na Figura 26B,
apresentamos a representacao da superficie da miotoxina, evidenciando a distancia topologica
conectando os dois residuos de aminoacidos em caminhos na parte externa da proteina. Na
Figura 26C, apresentamos uma rotagdo de 180° da Figura 26B, detalhando os cross-links na
face oposta da proteina. E importante ressaltar que s6 observamos links na regido localizada
acima do sitio catalitico e na face oposta ao mesmo. Analisando a figura da superficie
eletrostatica da miotoxina (Figura 27), percebemos uma nitida polarizacdo dos residuos
carregados: residuos basicos (Lys, Arg e His, em azul) estdo mais concentrados na mesma
face do sitio catalitico, enquanto que os poucos residuos acidos (Glu e Asp, em vermelho)
estdo distribuidos quase que exclusivamente na face oposta. Estes resultados parecem indicar
que, no complexo com a DM®64, o sitio catalitico da miotoxina Il ndo deve estar exposto ao
solvente. Se este fosse 0 caso, esperar-se-ia uma maior quantidade de intra-links nesta regiéo,

que é bastante rica em residuos-alvo de BS®.
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Figura 26 - Analise dos cross-links identificados na estrutura da miotoxina Il. (A) A estrutura
cristalogréafica 1CLP foi representada seguindo 0 mesmo esquema descrito para a Figura 25. As distancias
topoldgicas identificadas foram representadas pela linha de esferas coloridas em verde. Os cross-links ndo
validados foram representados por suas distancias euclidianas (linha reta tracejada colorida em vermelho).
Os residuos de aminoécidos envolvidos nos cross-links estdo indicados pelas legendas. (B) A superficie da
miotoxina foi representada em branco, onde os cross-links validados estdo indicados com a linha verde
pontilhada de esferas, evidenciando o caminho computado entre os dois residuos de aminodacidos. (C)
Rotagdo de 180° da imagem do painel (B).
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Figura 27 - Distribuicdo de cargas na superficie da estrutura da miotoxina Il. Plot de superficie
eletrostatica da estrutura 1CLP: na esquerda, representamos a estrutura na forma cartoon. Os aminoacidos
His48, Lys49 e Asp99 foram representados em bastdes, localizando o sitio catalitico da miotoxina I1. A direita,
representamos a superficie da miotoxina Il, colorida de acordo com a distribuicdo de cargas. Os residuos
carregados positivamente (Lys, Arg e His) e carregados negativamente (Asp e Glu) foram utilizados como
pontos de referéncia. (B) rotacdo de -90° no eixo y. (C) Rotacéo de - 180° no eixo y.
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5.3.2 Andlise dos espectros e mapa de restri¢oes de distancia de DM64 controle

A compreensdo do mecanismo de inibicdo da miotoxina Il por DM64 envolve a
andlise da estrutura tridimensional destas proteinas no complexo de inibicdo. Contudo, a
aplicacdo das técnicas classicas de elucidacdo de estruturas ndo foi possivel para DM64
devido a algumas limitagfes. Ndo conseguimos obter cristais de boa qualidade, provavelmente
devido as glicosilacbes presentes em sua estrutura (em torno de 15%), que conferem
heterogeneidade a proteina (Rocha et al., 2002). Mesmo que cristais tivessem sido obtidos,
com a aquisicdo de dados de difracdo de raios-X, a auséncia de proteinas homdélogas com
estrutura cristalografica resolvida e depositada em bancos de dados torna impossivel a
resolucdo estrutural utilizando o método de substituicdo molecular (Bastos et al., 2016). Com
relacdo a técnica de RNM, a proteina DM64 (64 kDa) e o complexo formado por DM64 e
miotoxina Il (78 kDa) apresentam massas moleculares que superam o limite aceitavel para os
protocolos padrdo de RMN (Bastos et al., 2016).

Sendo assim, utilizamos abordagens de modelagem molecular por homologia,
associadas aos dados de cross-linking obtidos para DM64, para miotoxina Il e para 0
complexo miotoxina I1-DM64, que serviram como um filtro, de modo a facilitar a selegéo de
modelos estruturais mais compativeis com os dados experimentais adquiridos.

Usando os mesmo critérios de confiabilidade utilizados nas analises de miotoxina (i.e.,
apenas espectros classificados como bons ou excelentes), conseguimos identificar 28 intra-links
na estrutura de DM64 controle utilizando o ALC BS® e 67 intra-links utilizando a metodologia
XPlex. A Figura 28 mostra espectros de alta qualidade obtidos utilizando o ALC BS®e o XPlex.

Na Figura 29, mostramos 0s mapas de restricdes de distancia obtidos com as duas metodologias.
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Figura 28 - Espectros MS/MS de alta confiabilidade (excelentes) e cobertura de sequéncia de cross-links
intra-moleculares de DM64 controle provenientes da reacdo com BS® (A) e XPlex-ZL (B). Em ambos
espectros, observa-se: a) boa relacdo sinal-ruido (painel 1); b) alta cobertura de sequéncia (ions-fragmentos
marcados € numerados por tracos azuis e vermelhos) (painel Il); c) auséncia de dubiedades quanto ao
posicionamento do linker (marcado por um traco negro) (painel Il); d) presenca dos ions-diagndstico
caracteristicos da reagdo com BS? (painel I11); e) distribuicdo uniforme de erro na determinacéo da relagdo m/z
dos ifons-fragmento (painel I). Cada ponto indica um ion-fragmento identificado, enquanto que as linhas
tracejadas indicam a margem de erro permitida (2 desvios-padrao) em relacéo a linha em negrito, que indica a

tendéncia central de distribuicdo de erro.
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Figura 29 - Intra-links observados na estrutura de DM64 controle. Apés filtragem automatica dos espectros
de cross-linking com o auxilio do software SIM-XL e validacdo manual segundo os critérios elencados
anteriormente, criamos um mapa bidimensional (2D) indicando os intra-links (classificados como excelentes ou
bons) observados utilizando o ALC BS® (A) e a metodologia XPlex (AC + ZL) (B). Cada linha lilas representa
um cross-link observado entre residuos de lisina e/ou serina (BS®), lisina e/ou serina com &cido aspartico e/ou
acido glutdmico (XPlex-ZL) ou &cido aspartico e/ou &cido glutamico (XPlex-AC). A sequéncia da proteina esta
representada pelo retangulo rosa, com a numeacgéo dos residuos. As sequéncias consenso de N-glicosilagdo estdo
mostradas em rosa. Os residuos C- e N-terminal foram considerados nas buscas.
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A antitoxina DM64 possui cinco dominios tipo imunoglobulina. Segundo previsédo do
algoritmo PSI-Blast, os limites dos dominios sdo: dominio um (residuos 1-98), dominio dois
(101-188), dominio trés (192-286), dominio quatro (290-383) e dominio cinco (387-481).
Analisando os intra-links presentes na estrutura da DM64 obtidos pela reacdo com a ALC BS®
(Figura 29A) chama atencdo a observacdo recorrente de links conectando dominios néo
sequenciais na estrutura primaria (ex.: dominios 1-5, 1-3 e 3-5), sugerindo a proximidade
espacial dos mesmos na proteina enovelada.

Ao analisar os mapas 2D de DM64 controle obtidos pela reagdo XPlex (Figura 29B),
percebemos um aumento significativo de intra-links presentes na estrutura do inibidor. O
padréo geral de cross-links se mantém em relagdo ao obtido com o BS®. O primeiro, terceiro e
quinto dominios apresentam omaior nimero de ligacGes intra-dominio. Regides do segundo e
quarto dominios continuam ndo apresentando um numero significativo de cross-links intra-
dominio, umas das possibilidades é a existéncias dos sitios de glicosilacdo. Observa-se a
formacédo de cross-links entre o N-terminal e regifes do quinto dominio e entre os dominios 1-
2, 1-3, 1-5, 2-4, 2-5, 3-4, 3-5 e 4-5. Mais uma vez, os resultados de cross-linking sugerem que
os dominios de DM64 estdo espacialmente proximos uns dos outros.

Ao consolidar os dados obtidos pelas duas metodologias, conseguimos aumentar

bastante o nimero de links observados na estrutura de DM64 controle (Figura 30).

DM64 I

Figura 30 - Intra-links encontrados na estrutura de DM64 controle apds a unido das duas metodologias
empregadas (XPlex e BS®). Cada linha lilas representa um cross-link observado entre residuos de lisina e/ou
serina (BS®), 4cido aspartico e/ou acido glutdmico (XPlex-AC) e 4cido aspartico e/ou acido glutdmico e lisina
efou serina (XPlex-ZL). A sequéncia da proteina esta representada pelo retangulo colorido conforme os
dominios Ig-like presentes na proteina. D1: laranja; D2: verde, D3: cinza; D4: azul; D5: roxo. As sequéncias
consenso de N-glicosilacdo estdo mostradas em rosa.
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As regibes que apresentam menor numero de links correspondem a localizacdo dos
sitios de glicosilacdo: no primeiro dominio, hd uma glicosilacdo no residuo 21, enquanto no
segundo dominio temos glicosilagGes nos residuos 154 e 158. Por fim, existe mais um sitio de

glicosil¢do no quarto dominio (residuo 358).

5.3.3 Andlise dos espectros e mapas de restri¢cdo de distancias de DM64 no
complexo

Usando os mesmos critérios de confiabilidade citados anteriormente, conseguimos
identificar 38 intra-links na estrutura de DM64 em complexo com a miotoxina Il, utilizando o
ALC BS?, e 72 intra-links utilizando a metodologia XPlex. A Figura 31 mostra dois espectros de
alta qualidade obtidos utilizando o ALC BS® e XPlex, respectivamente. Na Figura 32, mostramos
0s mapas de restricdes de distancia obtidos com duas as metodologias. Com a associacdo das
duas técnicas, foi possivel aumentar o nimero de restri¢ces de distancias obtido (Figura 33).

Ao compararmos os mapas 2D consolidados de DM64 controle (Figura 30) e DM64
no complexo (Figura 33), ndo percebemos mudancas importantes no padrdo geral de ligacbes
cruzadas. Apesar da perda de alguns links no mapa 2D de DM64 no complexo, as interac6es
entre os dominios (sequenciais ou ndo) se mantém, indicando, mais uma vez, a proximidade
espacial dos dominios de DM64. Como o numero de replicatas (biolégicas e técnicas) e a
combinacdo de enzimas utilizadas nas duas amostras ndo foram exatamente iguais (vide
Tabela 2), ndo se pode sugerir a ocorréncia de mudancas conformacionais importantes como
consequéncia da complexacdo do inibidor com a toxina, tomando por base apenas as

diferencas no nimero e na localizagdo dos links observados.
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Figura 31 - Espectros MS/MS de alta confiabilidade (excelentes) e cobertura de sequéncia de cross-links
intra-moleculares de DM64 no complexo com miotoxina provenientes da reacdo com BS® (A) e XPlex-AC
(B). Em ambos espectros, observa-se: a) boa relagéo sinal-ruido (painel 1); b) alta cobertura de sequéncia (ions-
fragmentos marcados e numerados por tracos azuis e vermelhos) (painel 11); c) auséncia de dubiedades quanto
ao posicionamento do linker (marcado por um traco negro) (painel II); d) presenca dos ions-diagnostico
caracteristicos da reacdo com BS? (painel 111); e) distribuicdo uniforme de erro na determinacéo da relacdo m/z
dos ions-fragmento (painel 1). Cada ponto indica um ion-fragmento identificado, enquanto que as linhas
tracejadas indicam a margem de erro permitida (2 desvios-padrao) em relagdo a linha em negrito, que indica a

tendéncia central de distribuicdo de erro.
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Figura 32 - Intra-links observados na estrutura de DM64 em complexo com miotoxina 1. Apés filtragem
automatica dos espectros de cross-linking com o auxilio do software SIM-XL e validagdo manual segundo os
critérios elencados anteriormente, criamos um mapa bidimensional (2D) indicando os intra-links (classificados
como excelentes ou bons) encontrados na estrutura de DM64 controle, utilizando a metodologia Xplex (AC +
ZL) (A) e o ALC BS® (B). Cada linha lilas representa um cross-link observado entre residuos reativos. A
sequéncia da proteina esta representada pelo retangulo colorido, usando a seguinte notagdo para 0os dominios
Ig-like presentes na proteina. D1: laranja; D2: verde, D3: cinza; D4: azul; D5: roxo. As sequéncias consenso de
N-glicosilacdo estdo mostradas em rosa.
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Figura 33 - Intra-links observados na estrutura de DM64 no complexo ap6s a consolidacéo dos resultados
das duas metodologias empregadas (XPlex e BS®). Cada linha lil4s representa um cross-link observado entre
residuos de lisina e/ou serina (BS®), 4cido aspértico e/ou 4cido glutdmico (XPlex-AC) e 4cido aspartico e/ou
&cido glutdmico e lisina e/ou serina (XPlex-ZL). A sequéncia da proteina esta representada pelo retangulo
colorido, usando a seguinte notacdo para os dominios Ig-like presentes na proteina. D1: laranja; D2: verde, D3:
cinza; D4: azul; D5: roxo. As sequéncias consenso de N-glicosilacdo estdo mostradas em rosa.

5.3.4 Andlise dos espectros e mapas de restricdo de distancias da interacao entre
DM64 e miotoxina Il

Em relagdo & anélise da interacdo entre miotoxina Il e DM64, conseguimos identificar 22
inter-links de alta confianca utilizando o ALC BS® e 40 intra-links utilizando a metodologia
XPlex. A Figura 34 mostra exemplos de dois espectros de alta qualidade obtidos utilizando o ALC
BS® e XPlex, respectivamente, segundo os critérios de classificacdo utilizados. Na Figura 35

mostramos 0s mapas de restri¢cdes de distancia obtidos com as duas metodologias.
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Figura 34 - Espectros MS/MS de alta confiabilidade (excelentes) e cobertura de sequéncia de cross-links
inter-molecular entre DM64 e miotoxina |1 provenientes da reacdo com BS® (A) XPlex-ZL (B). Em ambos
espectros, observa-se: a) boa relagdo sinal-ruido (painel 1); b) alta cobertura de sequéncia (ions-fragmentos
marcados e numerados por tracos azuis e vermelhos) (painel I1); c¢) auséncia de dubiedades quanto ao
posicionamento do linker (marcado por um traco negro) (painel II); d) presenca dos ions-diagnéstico
caracteristicos da reacdo com BS? (painel 111); e) distribuicdo uniforme de erro na determinaco da relacéo m/z
dos ions-fragmento (painel 1). Cada ponto indica um ion-fragmento identificado, enquanto que as linhas
tracejadas indicam a margem de erro permitida (2 desvios-padrdo) em relagdo a linha em negrito, que indica a

tendéncia central de distribuicdo de erro.
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Figura 35 - Inter-links encontrados entre DM64 e miotoxina Il. Apds filtragem automatica dos espectros de
cross-linking com o auxilio do software SIM-XL e validagdo manual segundo os critérios elencados
anteriormente, criamos um mapa bidimensional (2D) indicando os intra-links (classificados como excelentes
ou bons) encontrados na estrutura de DM64 controle, utilizando a metodologia XPlex (AC + ZL) (A) e 0 ALC
BS® (B). Cada linha verde representa um cross-link observado entre residuos reativos. A sequéncia da proteina
esta representada pelo retangulo colorido conforme os dominios Ig-like presentes na proteina. D1: laranja; D2:
verde, D3: cinza; D4: azul; D5: roxo. Os sitios de glicosilagdo estdo representados em rosa.

Apos a consolidacdo dos resultados das duas estratégias de cross-linking utilizadas
(Figura 36), identificamos no mapa 2D o envolvimento preferencial de trés regides de DM64:
a) segunda metade do D1/primeira metade do D2; b) regido central do D3; c) toda a extenséo
do D5. No D4, observamos links apenas envolvendo as regides limitrofes com D3 e D5.
Varios destes links interagem com a porcdo C-terminal da miotoxina Il, principal regido
responsavel pela miotoxicidade da mesma (Dos Santos et al., 2009). Em concordancia com
estes resultados, dados prévios obtidos por Rocha et al. (2002), mostraram que peptideos do
terceiro e quinto dominios de DM64 (obtidos ap6s clivagem da proteina reduzida e alquilada
com a endopeptidase Lys-C) foram capazes de interagir com a miotoxina Il imobilizada em
coluna de afinidade HiTrap-NHS.
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Figura 36 - Inter-links encontrados no complexo entre DM64 e miotoxina Il apés a unido das duas
metodologias empregadas (XPlex e BS®). Cada linha verde representa um cross-link observado entre
residuos de lisina e/ou serina (BS>) e 4cido aspértico e/ou acido glutamico (XPlex-AC). A sequéncia de
DM64 esta representada pelo retangulo colorido conforme os dominios Ig-like presentes na proteina. D1:
laranja; D2: verde, D3: cinza; D4: azul; D5: roxo. Os sitios de glicosilacdo estdo representados em rosa. A
sequencia de miotoxina Il esta representada por um retangulo rosa claro.

MYQTOXIN-II $
1 0 40 &0 100 121

Figura 37 - Mapa 2D do complexo miotoxina - DM64. Os cross-links intra-proteina estdo representados por
linhas lil&s, enquanto que as ligacdes cruzadas entre proteinas sdo mostradas em verde. A sequéncia de DM64
esta representada pelo retangulo colorido, usando a seguinte notacdo para os dominios Ig-like presentes: D1:
laranja; D2: verde; D3: cinza; D4: azul; D5: roxo. As sequéncias consenso de N-glicosilacdo estdo mostradas
em rosa. A sequéncia da miotoxina Il esta representada por um retangulo rosa claro.

A Figura 37 mostra todos os intra-links e inter-links observados no complexo entre
DM64 e miotoxina 11, ap6s a consolidacdo das duas metodologias utilizadas (XPlex e BS®). A
associacdo das duas técnicas fornece um maior nimero de restricBes de distancias, o que

devera facilitar o posicionamento espacial dos dominios de DM64 na modelagem molecular e
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sua aproximacao/atracamento com a toxina (docking molecular). As coberturas de sequéncia
de DM64 e miotoxina, ap6s a unido das metodologias, foram de 77.5% e 95%,
respectivamente. No célculo do percentual de cobertura, o software SIM-XL levou em conta
apenas 0s peptideos modificados por intra- ou inter-links, desconsiderando os peptideos nao-

modifcados ou contendo apenas dead-ends.

54  Modelagem molecular da antitoxina DM64

Os dados de cross-linking obtidos anteriormente foram utilizados na predicdo da
estrutura de DM64. Para isto, utilizamos abordagens de modelagem molecular por homologia,
associadas as restricOes de distancia de cross-linking. Estas Ultimas serviram como filtro, de
modo a facilitar a selecdo de modelos estruturais mais compativeis com os dados

experimentais observados.

5.4.1 Modelagem molecular de DM64 completa

Inicialmente, fizemos a predicdo da estrutura secundaria de DM64 utilizando quatro
algoritmos diferentes: PSI-Blast, HHSearch, Ginzu:Domain Prediction e GenTHREADER.
Todos eles sugeriram que a proteina DM64 apresenta cinco dominios tipo-imunoglobulina
(tipo-lg), em consonancia com estudos anteriores (ROCHA et al., 2002). Neste trabalho,
mostraremos apenas 0s resultados obtidos pelo algoritmo PSI-BLAST. Na Figura 38, observa-
se a distribuicdo de dominios tipo-lg, que possuem, em média, de 80 a 100 residuos de

extensdo.
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Figura 38 - Analise de dominios de DM64 e reconhecimento de dominios pelo PSI-Blast. Representacdo
esquematica da distribuicdo de dominios ao longo da sequéncia de DM64. A primeira linha corresponde a
sequéncia de aminoacidos de DM64, com a respectiva numeracao de residuos; a segunda linha mostra os hits
especificos; a terceira linha mostra hits nao-especificos; a quarta linha indica a superfamilia de proteinas
detectada.
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Com relagdo a busca por modelos homdlogos, utilizamos trés estratégias automaticas
diferentes: Robetta, I-Tasser e Modeller. Todos os algoritmos retornaram 0 mesmo
enovelamento global. Neste trabalho, apresentaremos apenas o resultado do servidor
automatizado de modelagem molecular I-Tasser.

O Servidor I-Tasser (Zhang, 2008) (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)

utiliza uma abordagem iterativa extremamente robusta, que tem apresentado excelentes

resultados nos testes comparativos do CASP (Critical Assessment of protein Structure

Prediction)(http://predictioncenter.org/). Primeiramente, o algoritmo utiliza nove diferentes

estratégias de busca, que produzem, cada um, os 10 melhores alinhamentos entre DM64 e as
possiveis estruturas experimentais candidatas a molde, totalizando 90 alinhamentos. Estes
entdo passam por analises e sdo ranqueados, produzindo uma lista dos 10 melhores
alinhamentos gerais. O melhor score de alinhamento € utilizado no passo de modelagem
molecular. No final desta etapa, o algoritmo clusteriza os modelos produzidos e apresenta
como resultado os clusters mais representativos (conjunto de modelos). O cluster de modelos
com melhores scores é entdo submetido a uma comparacdo fold/fold contra o banco de dados
do PDB, retornando os 10 analogos estruturais, anotando funcdo e, no caso de enzimas,
sugerindo substratos (Yang e Zhang, 2015a; Roy et al., 2010; Yang e Zhang, 2015b).

Para DM64, o algoritmo identificou como melhor candidato a molde a estrutura
cristalografica 3B43 intitulada “I-band fragment 165-170 from titin” (Von Castelmur, E. et al.,
2008). Esta proteina é composta por seis dominios tipo-Ig, apresentando um formato alongado
que parece fundamental para a manutencdo das carateristicas de flexibilidade e elasticidade da
titina e seu envolvimento na contragdo muscular.

Realizamos a modelagem molecular de DM64 utilizando a cadeia A da estrutura
cristalografica 3B43, que produziu o modelo apresentado na Figura 38A. Para a etapa de
validacdo do modelo obtido, utilizamos as tabelas que reinem as informacgdes dos residuos
que reagiram com os ALC BS® e XPlex, cujas restricdes de distancia foram calculadas pelo
software Topolink (L. Martinez et al., 2017). Na modelagem de DM64, utilizamos apenas 0s
dados de intra-links obtidos para a proteina controle (i.e., ndo complexada com a miotoxina).

Nas Tabelas 7, 8 e 9, relacionamos os residuos envolvidos, as distancias euclidiana e
topoldgica (quando calculada) e o resultado final da analise para cada par de residuos
envolvidos nos cross-links, de acordo com a metodologia utilizada (BS® ou XPlex).
Analisando a tabela com as restricdes de distancias provenientes da utilizacdo do ACL BS®

(Tabela 7), conseguimos validar apenas 5 links dos 28 links observados com alta confianga (~


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://predictioncenter.org/
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=von%20Castelmur,%20E.

91

18%). Usando os dados de XPlex-AC (Tabela 8), apenas 6 dos 22 links foram validados (~
27%). Com relacdo aos dados de XPlex-ZL (Tabela 9), apenas 7 de 45 links foram validados
(~15%). Os cross-links validados foram representados por sua distancia topoldgica
(representacdo esfera/bastdo colorida em verde)(Figura 39A) e os ndo validados foram
representados pela distancia euclidiana entre os dois residuos, marcada pela reta tracejada
colorida em vermelho (Figura 39B). Desta forma, concluimos que a maioria dos cross-links
observados experimentalmente apresentaram distancia superior a maxima permitida, calculada
pelo software Topolink, indicando que o modelo produzido ndo corresponde a estrutura da
molécula nativa e funcional.

Com a observagéo dos cross-links no modelo obtido, pudemos visualizar que alguns
cross-links validados (linhas verdes) interligam os dominios 5 e 4. Com relagdo a visualizacdo
dos links ndo validados, € possivel sugerir que os dominios tipo-lg de DM64 estdo mais
proximos uns dos outros, ou seja, DM64 aparenta possuir uma estrutura mais proxima de algo

globular.



92

Figura 39 - Modelagem Molecular de DM64 completa. O modelo é representado em cartoon, onde oS
dominios seguem o seguinte esquema de cores: D1 (rosa), D2 (verde), D4 (ciano), D4 (azul) e D5 (vermelho).
Em (A), os residuos envolvidos em cross-links estdo representados por seus carbonos alfa e beta na forma de
esfera/bastdo verdes. Os cross-links validados foram representados pelas distancias topoldgicas indicadas por
linhas feitas de esferas verdes. Em (B), adicionamos as distancias euclidianas dos cross-links ndo validados no
modelo (representadas pela linha reta tracejada colorida em vermelho).
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Tabela 7 - Anélise do software Topolink para os links obtidos pelo ALC BS® no modelo alongado da
proteina DM64.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

ACL posdnor DM posiiig)  mesiouo2 DO Resituoy Eucidiana Topoligica  DMAX  Reslado
BS3 LEU 1 2 LYS 1 58 29,799 >16.900 16,9 BAD:EUCL
BS3 LEU 1 2 SER 1 85 25,574 >13.000 13 BAD:EUCL
BS3 LEU 1 2 LYS 2 118 75,866 >16.900 16,9 BAD:EUCL
BS3 LEU 1 2 LYS 3 192 88,201 >16.900 16,9 BAD:EUCL
BS3 LEU 1 2 LYS S 242 102,758 >16.900 16,9 BAD:EUCL
BS3 LEU 1 2 LYS 3 258 97,614 >16.900 16,9 BAD:EUCL
BS3 LEU 1 2 LYS 4 387 136,909 >16.900 16,9 BAD:EUCL
BS3 SER 1 85 LYS 5 444 169,242 >18.200 18,2 BAD:EUCL
BS3 SER 1 85 LYS 5) 453 157,371 >18.200 18,2 BAD:EUCL
BS3 LYS 1 95 LYS 5 444 158,988 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 3 258 LYS 3 277 15,177 19,239 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 3 258 LYS 4 320 28,416 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 SER 3 276 LYS 4 290 37,3 >18.200 18,2 BAD:EUCL
BS3 SER 3 276 LYS 5 410 83,503 >18.200 18,2 BAD:EUCL
BS3 LYS 3 277 LYS 5 410 81,264 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 3 277 LYS 5 453 98,447 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 4 290 LYS 4 307 32,439 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 4 307 LYS 5 387 21,07 21,728 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 4 307 LYS 5 410 22,673 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 4 307 LYS 5 444 48,092 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 4 325 SER 5] 408 33,503 >18.200 18,2 BAD:EUCL
BS3 LYS 4 325 LYS 5 410 26,054 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 SER 4 374 LYS 5] 387 38,11 >18.200 18,2 BAD:EUCL
BS3 LYS 5 387 SER 5 408 10,666 17,107 18,2 OK:FOUND
BS3 LYS 5 387 LYS 5 410 7,144 8,393 22,1 OK:FOUND
BS3 LYS 5 387 LYS 5 444 29,323 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 5 387 LYS 5) 453 19,123 >22.100 22,1 BAD:EUCL
BS3 LYS 5 444 LYS 5 453 18,287 20,501 22,1 OK:FOUND
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Tabela 8 - Analise do software Topolink para os links obtidos pela metodologia XPlex-AC no modelo
alongado da proteina DM64

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
No_me o Nurpero que . Nﬂmero Distancia Distér!ci_a DMA

ACL ReS|1du0 Dominio ReS|lduo ReS|2duo Dominio Re3|2duo Euclidiana Top(;loglc X Resultado

AC GLU 1 5 GLU 2 137 82,891 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC GLU 1 5 GLU 2 139 78,744 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC ASP 1 66 GLU 2 135 45,612 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC ASP 1 66 GLU 2 137 44,38 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC ASP 1 66 GLU 2 139 39,567 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC ASP 1 67 GLU 4 296 105,559 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC GLU 1 80 GLU 4 296 120,551 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC GLU 1 80 GLU 5 428 164,113 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC ASP 2 131 GLU 5 428 145,284 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC GLU 2 135 GLU 2 139 9,884 11,88 16,9 OK:FOUND
AC GLU 2 137 GLU 2 139 6,686 7,531 16,9 OK:FOUND
AC GLU 2 137 GLU 4 296 93,748 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC GLU 2 139 GLU 4 296 91,123 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC ASP 2 188 ASP 3 199 30,694 >14.300 14,3 BAD:EUCL
AC ASP 3 199 GLU 3 247 13,314 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC ASP 3 227 GLU 3 254 9,448 9,855 15,6 OK:FOUND
AC  GLU 4 299 GLU 3 382 14708 >1690 169 A0
AC GLU 4 378 GLU 4 382 12,69 13,88 16,9 OK:FOUND
AC GLU 4 378 ASP 5 463 20,103 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC GLU 4 382 ASP 5 463 8,355 8,404 15,6 OK:FOUND
AC GLU 4 382 GLU 5 467 20,446 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC GLU 5 426 GLU 5 428 5,387 5,785 16,9 OK:FOUND
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Tabela 9 - Analise do software Topolink para os links obtidos pela metodologia XPlex-ZL no modelo
alongado da proteina DM64 alongada.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
No_me . NL’mjero Nome - N“'T‘e“’ Distancia Distancia
ACL Re5|1duo Dominio ReS|1duo Res;duo Dominio ReS|2duo Euclidiana  Topoldgica DMAX Resultado
ZL GLU 1 5 LYS 5 420 156,909 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 1 5 LYS 5 444 167,714 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 1 43 LYS 5 387 140,415 >11.400 11,4 BAD:EUCL
ZL GLU 1 45 LYS 5 387 135,226 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 1 58 GLU 1 96 25,309 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 1 66 LYS 1 95 11,865 >11.400 114 BAD:EUCL
ZL GLU 1 80 LYS 1 95 39,579 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 1 80 LYS 3 226 101,7 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 1 80 LYS 3 235 111,14 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 1 80 LYS 4 307 119,837 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 1 80 LYS 5 387 138,955 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL SER 1 87 GLU 1 96 26,44 >8.800 8,8 BAD:EUCL
ZL LYS 1 95 GLU 1 96 5,53 78 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 1 95 GLU 4 296 105,758 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 1 96 LYS 5 387 136,039 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 2 116 LYS 2 118 7,004 7,251 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 3 192 GLU 3 274 11,07 11,442 12,7 OK:FOUND
ZL ASP 3 199 LYS 5 453 91,437 >11.400 114 BAD:EUCL
ZL LYS 3 226 GLU 3 254 9,208 9,249 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 3 226 ASP 3 255 7,93 8,199 114 OK:FOUND
ZL ASP 3 227 LYS 3 258 6,062 6,794 11,4 OK:FOUND
ZL LYS 3 235 GLU 3 247 9,459 13,504 12,7 BAD:LONG
ZL LYS 3 235 GLU 4 296 35,216 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 3 239 GLU 5 428 92,849 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 3 240 LYS 3 242 6,325 6,772 11,4 OK:FOUND
ZL LYS 3 242 GLU 5 428 101,481 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 3 255 LYS 4 307 45,779 >11.400 11,4 BAD:EUCL
ZL GLU 3 280 LYS 4 290 26,849 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 3 286 SER 4 292 14,542 >8.800 8,8 BAD:EUCL
ZL LYS 4 290 GLU 4 375 16,684 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 4 290 ASP 4 376 18,24 >11.400 11,4 BAD:EUCL
ZL GLU 4 296 LYS 4 307 20,647 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 4 296 LYS 5 387 36,094 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 4 299 LYS 5 387 27,761 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 4 299 SER 5 408 33,303 >8.800 8,8 BAD:EUCL
ZL LYS 4 307 GLU 4 382 14,657 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 4 307 GLU 5 462 13,8 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 4 325 GLU 4 382 17,35 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 4 325 GLU 5 428 48,444 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 4 375 LYS 5 387 34,007 >12.700 12,7 BAD:EUCL
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ZL GLU 4 378 LYS 5 387 26,332 >12.700 12,7 BAD:EUCL
BAD:NOTF
ZL LYS 5 387 ASP 5 472 10,649 >11.400 11,4 OUND
ZL ASP 5 402 LYS 5 444 5,415 6,047 11,4 OK:FOUND
ZL LYS 5 420 GLU 5 428 13,315 >12.700 12,7 BAD:EUCL
BAD:NOTF
ZL GLU 5 428 SER 5 430 6,298 >8.800 8,8 OUND

Desde a publicacdo do primeiro trabalho descrevendo a identificacdo, purificacdo e
analise fisico-quimica e bioquimica de DM64, nenhuma estrutura experimental foi depositada
no banco de dados do PDB com identidade sequencial do maior que 40% (Bastos et al., 2016;
Rost, 1999). Isto sugere que esta classe de proteinas ndo é bem explorada pelos métodos
tradicionais de determinacdo de estrutura de proteinas. Ademais, os resultados obtidos pela
técnica de cross-linking [a maioria das restricdes de distancia obtidas entre dominios (linhas
vermelhas) ndo puderam ser validados no modelo escolhido], indicam que ndo existe uma
proteina molde que contemple o real enovelamento da proteina DM64.

Um dos fatores primordiais para a modelagem molecular esta relacionada a qualidade
do alinhamento entre as sequéncias da proteina alvo (DM64) e dos candidatos a molde
encontrados nas diferentes abordagens (Fiser, 2010; Cavasotto e Phatak, 2009; Bastos et al.,
2016). Desta forma, resolvemos modelar os dominios isoladamente e realizar a estratégia de
docking entre eles, através da suite de aplicativos ROSETTA docking, utilizando as restricdes
de distancia obtidas pela técnica de cross-linking para construir o enovelamento global da

proteina.
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5.4.2 Modelagem molecular DM64/Dominios

Quando existe uma baixa identidade entre o folding encontrado e a sequéncia da
proteina alvo, a estratégia sequence-to-structure é indicada como uma alternativa. Esta técnica
busca por elementos de estrutura secundaria conservados e compartilhados com a sequéncia
da proteina alvo. Desta forma, pode-se obter modelos que apresentam estrutura secundaria e
funcdo biologica conservadas, mesmo que a identidade sequencial seja baixa (Yang et al.,
2015).

Para a modelagem molecular dos dominios de DM64, utilizamos o servidor I-Tasser

(Yang e Zhang, 2015a) (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), que possui uma

vasta série de algoritmos baseados na estratégia citada acima (Yang e Zhang, 2015a; Roy et
al., 2010).

Primeiramente, realizamos a andlise de deteccdo de dominios conforme
descrito na Figura 40 e, para facilitar o enovelamento, aumentamos a extensdo dos mesmos
em direcdo as regides de conexdo entre estes dominios. Depois desta etapa, as sequéncias
foram submetidas individualmente ao servidor automatico I-Tasser.

De acordo com o I-Tasser, os dominios D1, D2 e D3 retornaram como melhor
estrutura molde a estrutura cristalografica 5EIQ intitulada Human OSCAR ligand-binding
domain (Zhou et al., 2016), com resolucdo de 2.01A, depositada em 2015 no banco de dados
do PDB. Os dominios D4 e D5 retornaram como melhor estrutura molde a estrutura
cristalogréafica 4LLA intitulada Crystal structure of D3D4 domain of the LILRB2 molecule
(Nam et al., 2013), com resolucdo de 2.5A, depositada em 2013. Em ambos os casos, as
moléculas tém funcGes relacionadas ao sistema imune.

Em seguida, os dominios modelados foram reduzidos a regido minima estruturada

(sem as extensdes) e utilizados em protocolos de docking sequenciais (Figura 41).


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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GKEPLPAPLLRADPGPWILHGLETKLHCQGVLLGMIFDLYQEGEQEP
RSSHTPGTEATEFIVNNTGNYSCLYRAPAPASSVNSAPSETIHVVIPDLLPKPDEFHIYDNQVIRPGDSVT

FGCWGRESGLEFKLEFKDGQEVEVPKQSSKDPKHIYFELTALGPEDGGKYSCRYRFRNGPPIWSEDSKQLE

EGLLPKPTLHPVHPVVAPGR

Figura 40 - Extensdo de estruturacdo dos dominios mapeados na estrutura dos dominios de DM64
modelados pelo algoritmo I-Tasser. Os dominios foram coloridos de acordo com o esquema de cores utilizados
no modelo completo de DM64: D1 colorido em rosa (1-96), D2 colorido em verde (101-188), D3 colorido em
ciano (192 a 284), D4 colorido em azul (290 a 383) e D5 colorido em vermelho (387 a 481).

O docking molecular envolve a busca por maneiras possiveis que duas moléculas
podem interagir, através de duas etapas: um algoritmo de busca conformacional, que envolve
a translacdo, rotacdo e conformacdo da molécula e uma funcdo que ranqueia as provaveis
posicOes espaciais para uma determinada molécula (Rognan, 2011).

O docking dos dominios de DM64 teve sua ordem definida pela quantidade de
informacdes experimentais obtidas nos dados de cross-linking e nos resultados experimentais
prévios do grupo. Ao todo, fizemos quatro etapas de simulacdes de docking na seguinte
ordem: (i) D4-D5, (ii) D3-D4D5, (iii) D2-D3D4D5 e (iv) D1-D2D3D4D5. A cada etapa,
calcularam-se 10 mil modelos, que foram analisados pelo software Topolink e classificados de
acordo com o numero de restricdes de distancia violadas (Tabelas 7, 8 e 9). Para 0s passos de
docking subsequentes, selecionou-se o representante com o menor nimero de violagdes e de
menor energia, desde que todos sitios de glicosilacdo permanecessem expostos ao solvente.

Ao final do processo, obtivemos a estrutura mostrada na Figura 41C, que representa
uma das possiveis conformagdes de DM64. Na Figura 41A apresentamos D3-D4D5 e
representamos as conectividades entre o C-terminal e N-terminal de cada dominio pela linha
verde tracejada. Nas Figuras 41B e 41C, representamos sequencialmente a inclusdo dos
dominios D2 e D1.
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C-Terminal C-Terminal C-Terminal
GIn481 GIn481 GIn481

Figura 41 - Conectividade entre dominios para o Modelo 05262. O esquema de cores segue em concordancia
com as demais figuras: (D5 vermelho, D4 azul, D3 ciano, D2 verde e D1 rosa) e conforme o indicado pelas
legendas. (A) Conectividades entre os dominios D5-D4-D3 é indicada pela linha verde tracejada. Os residuos
limitrofes de cada dominio estdo indicados pelo carbono CA representado pela esfera de van der Waals e
colorido de acordo com o dominio. (B) Sobreposi¢do do dominio D2 (verde) se conectando ao residuo Lys192
do dominio D3. (C) Dominio D1 localizado atras do dominio D2.

Como mencionado anteriormente, a proteina DM64 apresenta quatro sitios de N-
glicosilacdo em sua estrutura. Estes constituem uma importante fonte de restricdo das
possiveis conformacgdes de DM64 em solucdo, visto que estas glicosilagbes devem estar
expostas ao solvente. A conformacdo de DM64 gerada pelo docking guiado pelos cross-links
gerada condiz com o esperado, ou seja, apresenta os sitios de glicosilacdes expostos, como

ilustrado na Figura 42.

D 2 Asn356 D2 Asn356

Figura 42 - O Modelo 05262 Representa a estrutura de DM64. O esquema de cores segue em concordancia
com as demais figuras: (D5 vermelho, D4 azul, D3 ciano, D2 verde) e conforme o indicado pelas legendas. (A)
O dominio D1 é representado em cartoon rosa e mostra 0 grupo de modelos contendo 11 violagBes. (B)
Representacdo do dominio D1 em superficie, apresentando o residuo Asn160 exposto
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D5 C-Terminal
GIn481

D5 C-Terminal
GIn481

C-Terminal
GIn481

Figura 43 - O Modelo 05262 Representa a estrutura de DM64. O esquema de cores segue em
concordancia com as demais figuras: (D5 vermelho, D4 azul, D3 ciano, D2 verde) e conforme o indicado
pelas legendas. (A) Visdo geral do modelo indicando os residuos que participam de crosslinks. (B) A
representacdo das distancias topologicas dos crosslinks validados no modelo (representacdo em
esfera/bastdo) e (C) a sobreposicdo dos crosslinks ndo validados representados por suas distancias
euclidianas (reta tracejada em vermelho).
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Na Figura 43A representamos os residuos de aminoacidos envolvidos nas restricdes de
distancia encontradas. Os cross-links validados foram representados por sua distancia
topolodgica (representacdo esfera/bastdo colorida em verde) (Figura 43B) e os nao validados
foram representados pela distancia euclidiana entre os dois residuos, marcada pela reta
tracejada colorida em vermelho (Figura 43C).

A comparacdo do numero de violagbes obtidos no modelo estendido (Figura 39,
gerado pelo I-Tasser) e no modelo globular #05262 (Figura 43, gerado por docking) de DM64
esta resumida na Tabela 10.

Tabela 10 - Comparacdo da validacdo dos cross-links entre os modelos de DM64 usando o I-Tasser
(modelo estendido) e docking (modelo globular)

ACL/#Rest I-Tasser % Validado Docking % Validado

BS3 (28) 5 17,86 11 39,29
AC (22) 6 21,27 13 59,09
ZL (45) 7 15,5 14 31,11

O modelo globular possibilitou um aumento expressivo do nimero de cross-links
validados (Figura 43B) em comparacdo com o0 modelo estendido, refletindo uma aproximagéo
maior da conformacdo da proteina que existe em solugdo. Entretanto, ainda observamos um
grande numero de links ndo validados. Pelo menos dois fatores poderiam justificar esta
observacdo. Possivelmente o principal problema é a quantidade limitada (em termos de
namero e localizacdo) de links observados. Desta forma, o nimero de restri¢des de distancia
gerado ainda € insuficiente para definir a posicéo relativa dos dominios de maneira inequivoca
(i.e., sem ambiguidades). Outro fator complicador pode ser atribuido a dindmica molecular da
proteina em solucdo, que leva a existéncia de um conjunto (ensemble) de conformacdes
possiveis. Desta forma, ao analisarmos o conjunto de cross-links amostrados em solucédo
contra um modelo estatico, € muito pouco provavel que a totalidade dos links possa ser
validada simultaneamente.

A modelagem molecular é uma técnica que nos permite levantar uma hipotese
bioldgica (o modelo) e verificar se ela se adequa aos dados experimentais sobre a proteina
(quer seja em seu estado livre ou complexado). Em tese, para melhorar a qualidade do modelo
gerado com base em dados de cross-linking, seria importante, além de aumentar o nimero de
cross-links, atribuir dados quantitativos as observagGes. Por exemplo, ao comparar diferentes

replicatas biologicas analisadas sob as mesmas condic¢Ges experimentais, qual seria 0 conjunto
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de links mais representativo em termos de reprodutibilidade (ou seja, mais recorrentes em
todas as replicatas) ? Dentre todos os links observados, quais teriam maior abundéancia relativa
(ou seja, quais os precursores com o0s maiores valores de extracted ion chromatogram) ? Estas
opcoes estdo sendo desenvolvidas atualmente na forma de novos modulos do software SIM-
XL e deverdo estar disponiveis para utilizacdo pela comunidade de usuarios em breve.

Outra estratégia importante para aperfeicoar os modelos gerados € a integracdo de
dados experimentais utilizando técnicas complementares. Neste sentido, nosso grupo na
Fiocruz vem investindo em duas frentes principais: a) Experimentos de troca hidrogénio-
deutério; b) Experimentos de espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS). Através da técnica
de HDX ¢é possivel obter informac@es sobre as superficies de interacdo entre duas moléculas,
através das taxas de incorporacdo de deutério observadas para a proteina isolada, para o
ligante isolado e para o complexo formado entre a proteina e seu ligante, e a dindmica
estrutural e acessibilidade ao solvente de cada hidrogénio amidico localizado no backbone
proteico (Gallagher e Hudgens, 2016). A pela técnica de SAXS ou espalhamento de raios-X a
baixo angulo, é um método que possibilita a caracterizacdo da conformacao geral de proteinas
que possuem diferentes formas e tamanhos em solucdo, de modo a gerar um dado com uma
resolucdo entre 50 e 10 A. Desta maneira, é possivel determinar paramétros fisicos da
proteina, como raio de giracdo, maxima dimensdo, volume e superficie, permitindo a
elucidacdo do envelope molecular da proteina em solugdo (Feigin e Svergun, 1987; Putnam et
al., 2007).
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Tabela 11 - Anélise do software Topolink para os links obtidos pelo ACL BS® no modelo globular da
proteina DM64.

ACL  pooml  Restuel  Restw? Reide? Eucidiana Topoigin  OMAX  Retado

BS3 LEU 2 LYS 58 22725  >16.900 169  BADEUCL
BS3 LEU 2 SER 85 7,959 10,427 13 OK:FOUND
BS3 LEU 2 LYS 118 35064  >16.900 169  BADEUCL
BS3 LEU 2 LYS 192 43,062 >16.900 169  BADEUCL
BS3 LEU 2 LYS 242 43,568 >16.900 169  BADEUCL
BS3 LEU 2 LYS 258 48,381 >16.900 169  BADEUCL
BS3 LEU 2 LYS 387 20,546 >16.900 169  BADEUCL
BS3 SER 85 LYS 444 34,785 >18.200 182  BADEUCL
BS3 SER 85 LYS 453 18,052 18,083 182  OK:FOUND
BS3 LYS 95 LYS 444 51,608 >22.100 221 BADEUCL
BS3 LYS 258 LYS 217 9,933 12,672 221 OK:FOUND
BS3 LYS 258 LYS 320 20,207 20,833 221 OK:FOUND
BS3 SER 276 LYS 290 17,813 >18.200 182  BADEUCL
BS3 SER 276 LYS 410 12,808 13,875 182  OK:FOUND
BS3 LYS 217 LYS 410 10,559 12,371 221 OK:FOUND
BS3 LYS 217 LYS 453 34,02 >22.100 221 BADEUCL
BS3 LYS 290 LYS 307 25,501 >22.100 221  BADEUCL
BS3 LYS 307 LYS 387 16,738 >22.100 221 BADEUCL
BS3 LYS 307 LYS 410 20,639 >22.100 221 BADEUCL
BS3 LYS 307 LYS 444 42,08 >22.100 221 BADEUCL
BS3 LYS 325 SER 408 15,317 16,355 182  OK:FOUND
BS3 LYS 325 LYS 410 8,137 8,518 221 OK:FOUND
BS3 SER 374 LYS 387 26,508 >18.200 182  BAD:EUCL
BS3 LYS 387 SER 408 10,307 12,495 182  OK:FOUND
BS3 LYS 387 LYS 410 11,525 12,738 221 OK:FOUND
BS3 LYS 387 LYS 444 25,37 >22.100 221 BADEUCL
BS3 LYS 387 LYS 453 145 18,283 221 OK:FOUND
BS3 LYS 444 LYS 453 18,353 >22.100 221 BADEUCL
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Tabela 12 - Analise do software Topolink para os links obtidos pela metodologia XPlex-AC no modelo
globular da proteina DM64.

ACL  posiduol Restuol Restuoz  Residu2  Eucidiana Topoligica OMAX  Resultaco
AC GLU 5 GLU 137 34,251 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC GLU 5 GLU 139 37,678 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC ASP 66 GLU 135 10,909 >15.600 15,6 BAD:NOTFOUND
AC ASP 66 GLU 137 8,329 12,043 15,6 OK:FOUND
AC ASP 66 GLU 139 6,937 9,66 15,6 OK:FOUND
AC ASP 67 GLU 296 13,217 13,219 15,6 OK:FOUND
AC GLU 80 GLU 296 40,08 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC GLU 80 GLU 428 30,165 >16.900 16,9 BAD:EUCL
AC ASP 131 GLU 428 42,834 >15.600 15,6 BAD:EUCL
AC GLU 135 GLU 139 10,765 >16.900 16,9 BAD:NOTFOUND
AC GLU 137 GLU 139 5,122 5,473 16,9 OK:FOUND
AC GLU 137 GLU 296 12,77 16,038 16,9 OK:FOUND
AC GLU 139 GLU 296 14,291 15,006 16,9 OK:FOUND
AC ASP 188 ASP 199 24,728 >14.300 14,3 BAD:EUCL
AC ASP 199 GLU 247 11,487 12,102 15,6 OK:FOUND
AC ASP 227 GLU 254 13,032 14,176 15,6 OK:FOUND
AC GLU 299 GLU 382 13,869 18,061 16,9 BAD:LONG
AC GLU 378 GLU 382 11,446 15,14 16,9 OK:FOUND
AC GLU 378 ASP 463 14,082 14,095 15,6 OK:FOUND
AC GLU 382 ASP 463 12,095 13,148 15,6 OK:FOUND
AC GLU 382 GLU 467 12,598 13,165 16,9 OK:FOUND

AC GLU 426 GLU 428 7,579 9,269 16,9 OK:FOUND
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Tabela 13 - Analise do software Topolink para os links obtidos pela metodologia XPlex-ZL no modelo
globular da proteina DM64.

ACL Rys?gsjil R'iﬂsfrﬂﬁfl R’(\elsol'g]lfOZ R“iﬂsirﬂﬁ?z gﬁlt i%r]iginaa TDo;fé?Qgiiga DMAX Resultado
zL GLU 5 LYS 420 24,95 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 5 LYS 444 37,659 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 43 LYS 387 15,016 >11.400 11,4 BAD:EUCL
zL GLU 45 LYS 387 14,162 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 58 GLU 96 27,076 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 66 LYS 95 7,322 8,594 114 OK:FOUND
ZL GLU 80 LYS 95 40,634 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 80 LYS 226 58,824 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 80 LYS 235 60,656 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 80 LYS 307 34,549 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 80 LYS 387 28,615 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL SER 87 GLU 96 27,789 >8.800 8,8 BAD:EUCL
ZL LYS 95 GLU 96 5,147 6,82 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 95 GLU 296 22,704 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 96 LYS 387 29,361 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 116 LYS 118 6,968 7,246 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 192 GLU 274 3,893 4,367 12,7 OK:FOUND
ZL ASP 199 LYS 453 37,892 >11.400 11,4 BAD:EUCL
ZL LYS 226 GLU 254 10,086 10,315 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 226 ASP 255 7,271 7,505 11,4 OK:FOUND
ZL ASP 227 LYS 258 3,815 3,925 11,4 OK:FOUND
ZL LYS 235 GLU 247 9,38 9,603 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 235 GLU 296 41,192 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 239 GLU 428 37,448 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL ASP 240 LYS 242 7,383 8,238 11,4 OK:FOUND
ZL LYS 242 GLU 428 28,474 >12.700 12,7 BAD:EUCL
zL ASP 255 LYS 307 41,495 >11.400 11,4 BAD:EUCL
ZL GLU 280 LYS 290 15,698 >12.700 12,7 BAD:EUCL
zL GLU 286 SER 292 36,217 >8.800 88 BAD:EUCL
zL LYS 290 GLU 375 7,216 7,833 12,7 OK:FOUND
ZL LYS 290 ASP 376 10,834 12,402 11,4 BAD:LONG
zL GLU 296 LYS 307 9,345 9,03 12,7 OK:FOUND
ZL GLU 296 LYS 387 23,599 >12.700 12,7 BAD:EUCL
zL GLU 299 LYS 387 23,959 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 299 SER 408 29,878 >8.800 8,38 BAD:EUCL
ZL LYS 307 GLU 382 15,376 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 307 GLU 462 25,476 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 325 GLU 382 17,685 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 325 GLU 428 27,846 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL GLU 375 LYS 387 27,607 >12.700 12,7 BAD:EUCL
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ZL GLU 378 LYS 387 19,714 >12.700 12,7 BAD:EUCL
ZL LYS 387 ASP 472 6,789 7,051 114 OK:FOUND
ZL ASP 402 LYS 444 6,054 6,749 11,4 OK:FOUND
ZL LYS 420 GLU 428 10,936 13,776 12,7 BAD:LONG
ZL GLU 428 SER 430 6,627 7,383 8,8 OK:FOUND

5.5 Interacéo e docking de DM64 com miotoxina Il

A Figura 44 representa a interacdo entre a proteina DM64 e a miotoxina Il. As linhas

vermelhas mostram os cross-links observados pelas duas metodologias de cross-linking

utilizadas (BS® e XPlex). De maneira interessante, os inter-links estdo concentrados em uma

Unica face da toxina, deixando a outra regido exposta ao solvente. Justamente nesta regido,

observamos os intra-links na estrutura da miotoxina Il (Figura 25).

Figura 44 - Interacdo DM64-miotoxinall. A proteina DM64 é representada seguindo 0 mesmo esquema de
cores anteriormente utilizado, sendo os dominios identificados pelas legendas. A miotoxina Il é representada na
forma cartoon colorido em laranja, onde as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos envolvidos no sitio
catalitico da enzima foram representados em bastdes. Os inter-links observados utilizando as abordagens de BS®
e XPlex estéo representados por linhas tracejadas vermelhas.
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Miotoxina Il

Figura 45 - Docking preliminar da interacdo entre DM64 e miotoxina Il. A proteina DM64 ¢ representada
seguindo 0 mesmo esquema de cores anteriormente utilizado, sendo os dominios identificados pelas legendas. A
miotoxina Il é representada na forma cartoon colorido em laranja, onde as cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos envolvidos no sitio catalitico da enzima foram representados em bastdes.

A Figura 45 indica que a DM64 interage com a miotoxina Il principalmente pela face
que envolve o C-terminal da toxina. A simulagdo de docking guiada pelos inter-links
observados experimentalmente mostra que esta regido da miotoxina se aproxima dos dominios
3 e 5, nos permitindo um primeira visdo/sugestdo da forma pela qual as duas proteinas
interagem.

Apesar de ainda existir um grande ndmero de restricbes de distancia violadas nos
modelos gerados, a modelagem guiada por cross-linking permitiu-nos concluir que a proteina
DM®64 ndo apresenta estrutura alongada. O modelo gerado através do docking molecular dos
dominios isolados parece condizer melhor com a estrutura da proteina DM64 nativa.

A técnica de cross-linking ja se mostrou capaz de guiar a modelagem de uma proteina
pequena de maneira satisfatéria (Jesus, 2016)(Jesus, 2016). No caso de DM64 (proteina
grande, com varios dominios e glicosilada), a técnica de cross-linking ndo conseguiu gerar um

modelo final definitivo, sendo necessario que outras abordagens integrativas (ex.: HDX e
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SAXS) sejam utilizadas para aprimorar o0 modelo proposto. Ainda que ndo tenhamos esgotado
0 problema, os dados gerados nesta dissertacdo certamente nos permitiram entender mais

sobre a interacdo da proteina DM64 com a miotoxina Il.
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6 CONCLUSOES

A unido de duas metodologias de cross-linking (BS® e XPlex) propiciou um aumento
significativo do nimero de restricdes de distancias obtidas para o complexo DM64-miotoxina
I

A maior parte dos intra-links de miotoxina Il foram validados de forma eficiente na estrutura

cristalografica da miotoxina Il

Os intra-links de DM64 foram fundamentais para refinar o modelo molecular de DM64,
possibilitando o melhor posicionamento relativo dos dominios e a geragdo de uma estrutura

mais condizente com os dados experimentais

Os dados de cross-linking proporcionaram um primeiro mapeamento da interagdo entre a
DM64 e a miotoxina I, indicando o envolvimento importante do terceiro e quinto dominios

da DM64 e da regido C-terminal da toxina.

Ainda que seja necessério refinar o modelo gerado com base nos dados de cross-linking
através da integracdo com técnicas experimentais complementares, a estratégia adotada nesta
dissertacdo nos possibilitou melhorar a compreensédo acerca dos determinantes estruturais da

interacdo entre a miotoxina Il e a DM64.
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