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RESUMO

BASTOS, Viviane de Almeida. Mapeamento molecular do complexo BJ46a —
jararagina por espectrometria de massas. Tese (Doutorado em Bioquimica) —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Os acidentes ofidicos sédo um problema crescente de saude publica, afetando milhdes
de pessoas em todo o mundo. A administracdo intravenosa do soro antiofidico é o
Unico tratamento disponivel, e os danos locais sdo apenas parcialmente neutralizados.
Uma vertente da pesquisa de novas terapias antiofidicas dedica-se ao estudo de
inibidores naturais e sintéticos que possam ser utilizados logo apés o acidente, para
minimizar os extensos danos locais que sao frequentemente observados nas vitimas.
O inibidor BJ46a € uma glicoproteina isolada do plasma da serpente Bothrops jararaca
gue inibe a acdo catalitica de metaloendopeptidases de venenos de serpentes por
meio da formacéo de um complexo estavel, de alta afinidade, e mantido por forcas de
natureza nao-covalente. Entretanto, 0s requisitos estruturais que regem esta
interacdo ndo sao conhecidos. Neste trabalho, aplicamos as técnicas de cross-linking
(XL-MS) e troca isotopica hidrogénio-deutério monitoradas por espectrometria de
massas (HDX-MS) com o objetivo de analisar as regides de interacdo entre BJ46a e
a metaloendopeptidase de veneno de serpente jararagina. As restricdes espaciais
geradas pelos experimentos de XL-MS foram exploradas para guiar a modelagem
molecular de BJ46a e jararagina, bem como as simulacfes de docking proteina-
proteina. Os dados de HDX-MS indicaram regifes de protecdo/desprotecdo na
interface do complexo entre BJ46a e jararagina. Em jararagina, regides importantes
para a coordenacao do atomo de zinco catalitico tiveram seus perfis de incorporacao
isotopica alterados quando em complexo; para BJ46a, a regido N-terminal é
significativamente protegida da troca isotopica. O entendimento do mecanismo de
inibicdo de metaloendopeptidases por BJ46a pode levar ao desenvolvimento de novos
farmacos efetivos para a prevencao do dano tecidual local nos acidentes ofidicos, bem
como para outras doencas associadas a um desequilibrio na atividade catalitica e/ou

expressao de metaloendopeptidases.

Palavras-chave: resisténcia natural; inibidor de metaloendopeptidases; modelagem

molecular.



ABSTRACT

BASTOS, Viviane de Almeida. Mapeamento molecular do complexo BJ46a —
jararagina por espectrometria de massas. Tese (Doutorado em Bioquimica) —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Snakebite envenoming is a growing public health problem, affecting millions of people
worldwide. The intravenous administration of antivenom is the only available treatment
and several studies have shown that local effects are only partially neutralized. A
current trend in antivenom research is the study of natural and synthetic inhibitors that
could be used soon after the envenomation event to restrain local tissue degradation.
The inhibitor BJ46a is a glycoprotein isolated from Bothrops jararaca serum that
inhibits the catalytic activity of snake venom metalloendopeptidases (SVMPs) through
the formation of a stable high-affinity non-covalent complex with the toxin. However,
the structural features that govern this interaction are largely unknown. In this work,
the regions of interaction between BJ46a and the SVMP jararhagin have been
analyzed using the techniques of cross-linking-mass spectrometry (XL-MS) and
hydrogen-deuterium exchange-MS (HDX-MS). We explored the distance restraints
generated from XL-MS experiments to guide the modeling of BJ46a and jararhagin, as
well as the protein-protein docking simulations. HDX-MS data pinpointed regions of
protection/deprotection in the interface of BJ46a-jararhagin complex. In jararhagin, key
structural features in the coordination of the catalytic zinc ion had their deuteration
profiles altered when in complex, whereas for BJ46a the N-terminal region is
significantly protected from the isotopic exchange. The understanding of BJ46a
inhibitory mechanism may lead to the development of new effective targeted
therapeutics to prevent local tissue damage in ophidic accidents, and for other
diseases associated with an imbalance in the catalytic activity and/or expression of

metalloendopeptidases.

Keywords: natural resistance; metalloendopeptidase inhibitor; molecular modeling.
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1 - INTRODUCAO
1.1- EPIDEMIOLOGIA DO OFIDISMO

O envenenamento por serpentes é considerado uma das condi¢cdes de saude mais
negligenciadas em todo o mundo (Fry, 2018). As estatisticas mais recentes apontam
para uma incidéncia anual de 1,8 a 2,7 milhdes de acidentes, com estimativas na faixa
de 81.000 a 138.000 mortes nos cinco continentes, como demonstra a Figura 1
(Gutiérrez et al., 2017).

Cerca de 95% dos casos de envenenamento ofidico ocorrem em paises tropicais
e/ou em desenvolvimento, afetando a parcela mais pobre da populacéo residente em
areas rurais e remotas, onde 0 acesso aos sistemas de saude € limitado e a
infraestrutura dos centros hospitalares é frequentemente inadequada, o que contribui
para a subestimacao dos indices em todo o mundo (Harrison et al., 2009). A situagao
se agrava porque os acidentes ofidicos ndo recebem a atencdo necesséaria das
industrias farmacéuticas, tampouco das autoridades de saude publica — em 2013, a
Organizacdo Mundial de Saude removeu os acidentes ofidicos da lista de doencas
tropicais negligenciadas, reintroduzindo-os apenas em 2017, agora na categoria A
(Bagcchi, 2015; Chippaux, 2017).

Global numbers
1.8-2.7 million envenomings
81,000-138,000 deaths

[
I =z N

The United States and Canada Europe
3,800-6,500 envenomings 8,000-9,900 envenomings
7-15 deaths 30-128 deaths

I

1

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 J [Oceania

435,000-580,000 envenomings 3,000-5,900 envenomings
20,000-32,000 deaths 200-520 deaths

Figura 1: Incidéncia mundial de acidentes ofidicos.

Reproduzido de Gutiérrez (2017)



No Brasil, os envenenamentos ofidicos sdo um problema de saude desde o periodo
colonial — a carta do jesuita espanhol José de Anchieta ao padre Diego Laynes, em
Roma, datada de 1560, descreve acidentes ofidicos causados por diversos géneros de
serpentes peconhentas existentes no pais (Bochner, 2003).

Atualmente, estdo catalogadas 442 espécies e subespécies de serpentes no Brasil,
das quais 76 sdo peconhentas. Estas estao distribuidas por todo o territorio nacional e
algumas espécies sao endémicas (Caldeira Costa e Bérnils, 2018). As serpentes de
importancia médica pertencem as familias Elapidae e Viperidae, sendo os acidentes
divididos em quatro grandes tipos: acidentes botropicos (causados por serpentes dos
géneros Bothrops e Bothrocophias, conhecidas popularmente como jararaca,
jararacucu, urutu, caicaca, comboia), acidentes crotalicos (género Crotalus, cascaveis),
acidentes laquéticos (género Lachesis, surucucu-pico-de-jaca) e acidentes elapidicos
(géneros Micrurus e Leptomicrurus, corais-verdadeiras) (Ministério Da Saude, 2018).

O Brasil € o pais latino-americano com maior incidéncia de acidentes ofidicos:
somente em 2016, o pais registrou 21.665 casos no Sistema Nacional de Agravos de
Notificacdo do Ministério da Saude (SINAN-MS), como demonstra a Tabela 1 (Gutiérrez
e Pereafiez, 2016; Sinan, 2018).

Tabela 1: Acidentes ofidicos notificados nas regiGes brasileiras em 2016.
Fonte: SINAN/MS. Dados atualizados em 25/01/2018 e sujeitos a revisao.

Género da Serpente

Regido de Notificacao TOTAL
Bothrops Crotalus Micrurus Lachesis
Regido Norte 7270 192 39 469 7970
Regido Nordeste 5957 843 127 28 4955
Regido Sudeste 3493 767 47 3 4310
Regido Centro-Oeste 2130 2177 11 19 2497
Regido Sul 1797 109 17 0 1923
21.655

TOTAL GERAL




Os acidentes ofidicos prevalecem na regido Norte do pais, afetando
principalmente as populacfes indigenas e ribeirinhas, que vivem basicamente de
atividades extrativistas, que as leva a passar um tempo prolongado no interior da floresta
amazonica (Waldez e Vogt, 2009). Os envenenamentos apresentam uma sazonalidade
muito caracteristica na regido, ocorrendo principalmente no periodo da cheia dos rios,
guando as serpentes procuram ambientes mais secos, frequentemente situados
proximos a assentamentos humanos. O desflorestamento também € um fator importante
para a alta incidéncia de acidentes, destruindo habitats naturais e favorecendo a
migracdo das serpentes para areas habitadas. E importante ressaltar que os dados
referentes ao Norte do pais sdo subestimados, pois uma parcela significativa das vitimas
se vale de tratamentos alternativos baseados em conhecimento tradicional, como a
aplicacdo de extratos de ervas no local da mordedura. Dessa forma, as vitimas
dispensam o tratamento médico, que muitas vezes inexiste nas comunidades ou é de
dificil acesso, o que frequentemente leva ao agravamento do quadro clinico (Oliveira et
al., 2018).

Nas demais regides do Brasil, os envenenamentos ofidicos estdo associados com
a agropecuaria, devido as alteracdes ambientais decorrentes desta atividade e a
presenca do trabalhador por muitas horas no campo, para o plantio e a colheita da safra
(Wen et al., 2002; Lemos et al., 2009). Na regido Nordeste, os trabalhadores do campo
apresentaram um risco quatro vezes maior de sofrer acidentes ofidicos quando
comparados com os demais trabalhadores, corroborando a visdo de que o0s
envenenamentos por serpentes também podem ser considerados uma doenca
ocupacional, com consequéncias socioecondmicas significativas (Gutierrez et al., 2006;
Mise, 2014).

O perfil epidemiologico dos acidentes ofidicos no Brasil indica que o acidente
botrépico, frequentemente envolvendo a serpente Bothrops jararaca, prevalece em
todas as regifes do pais, respondendo por 86% dos casos notificados em 2016, um

cenario que se mantém inalterado ha mais de 100 anos (Bochner e Struchiner, 2003).



1.2— ACIDENTES BOTROPICOS

A serpente Bothrops jararaca (Wied-Neuwied, 1824) é encontrada em toda a regiao
Centro-Sul do pais, nos estados de Goias, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Sazima, 1992;
Caldeira Costa e Bérnils, 2018). As jararacas habitam preferencialmente ambientes
umidos (matas e areas cultivadas), zonas rurais e periurbanas; apresentam habitos
noturnos e sado consideradas as serpentes mais agressivas encontradas no Brasil
(Franca e Fan, 1992).

O veneno destas serpentes € uma mistura complexa, moldada pela selecao natural
para imobilizar, matar e auxiliar na digestdo da presa (Chippaux et al., 1991; Calvete et
al., 2009). Ha ainda uma extensa variabilidade do veneno, que pode ocorrer em fungéo
da ontogenia (serpentes juvenis / adultas), localizacdo geogréfica, dieta e sexo
(Mackessy, 2010).

O veneno é produzido por uma glandula especializada, localizada na maxila superior,
e estocado extracelularmente em um grande lumen. Para prevenir a degradacao do
veneno no interior da glandula, as toxinas sé@o estabilizadas por diferentes estratégias,
como a presenca de pequenos inibidores peptidicos e ions citrato, a sintese de toxinas
na forma de zimdgenos e a manutencdo de um pH baixo do microambiente glandular
(Mackessy e Baxter, 2006; Mackessy, 2010). Durante a inoculacdo, musculos
compressores ao redor da glandula (compressor glandulas) comprimem-na e o veneno
€ direcionado para os ductos primario e secundario e entdo para o canal interno da presa
inoculadora (Vitt e Caldwell, 2009). Ha evidéncias de que a serpente € capaz de regular
a quantidade de veneno inoculada, dependendo do tamanho da presa e da quantidade
de veneno disponivel (Hayes, 1995; Vitt e Caldwell, 2009).

As toxinas tornam-se ativas imediatamente ap0s a injecdo do veneno nha
presa. De uma maneira geral, as toxinas de venenos de serpentes atuam nos
sistemas nervosos (central e periférico), cardiovascular e hemostatico (Calvete et al.,
2009). O acidente botrépico € caracterizado por uma intensa acédo proteolitica,
coagulante e hemorragica, com danos locais e sistémicos (Fundacdo Nacional De
Saude, 2001).

Os danos locais iniciam-se momentos apds o envenenamento e sdo caracterizados
pelo surgimento de dor, edema, bolhas, equimose, dermo- e mionecrose, que podem

acarretar desde perda tecidual até a amputacdo do membro afetado (Gutierrez et al.,



2009; Warrell, 2010; Wen e Malaque, 2013). Os danos sistémicos incluem hemorragia e
coagulopatia generalizada, podendo haver sangramentos espontaneos nasais e
gengivais; hematuria, bradicardia ou taquicardia, hipotensdo arterial e choque, como
demonstrado na Figura 2 (Gutiérrez et al., 2017); esta sintomatologia resulta de uma
acdo sinérgica de varias toxinas. No veneno de B. jararaca, as metaloendopeptidases
de venenos de serpentes (SVMP) sao as toxinas mais abundantes, sendo parte central

da patogénese deste envenenamento (Fox e Serrano, 2005; Nicolau et al., 2017).
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Figura 2: Representacdo esquematica dos efeitos locais e sistémicos caracteristicos do acidente botrépico.
Reproduzido de Gutiérrez (2017) e adaptado por Soares (2018).

1.2.1 - Metaloendopeptidases de venenos de serpentes (SVMP)

As metaloendopeptidases de venenos de serpentes séo peptidases dependentes
de zinco, pertencentes a subfamilia M12 (adamalisinas) das metaloendopeptidases,
junto com as ADAM (a disintegrin and metalloendopeptidase) e as ADAMTS (ADAM com
motivos trombospondina), proteinas que exercem papeéis relevantes na adeséao celular,
reproducao e processos inflamatérios (Fox e Serrano, 2005; Giebeler e Zigrino, 2016).



As metaloendopeptidases de serpentes parecem ter evoluido das ADAM, devido a
pressao evolutiva nas serpentes para produzir venenos apropriados para a captura de
suas presas (Fox e Serrano, 2010).

Baseado nas caracteristicas dos seus dominios estruturais, as SVMP foram
divididas em trés grandes classes: PI, Pll e PIIl. Todas as SVMP compartilham um
dominio metaloendopeptidase, caracterizado pelo motivo estrutural HEXXHXXGXXH
responsavel pela coordenacdo de um atomo de zinco essencial para a atividade
enzimatica e uma alga estrutural conservada, contendo um residuo de metionina (Met-
turn), que serve como um arcabouco para orientar espacialmente os trés residuos de
histidina envolvidos na catalise. As pontes dissulfeto também contribuem para a
estabilidade estrutural (Bode et al., 1993). Além disso, sdo sintetizadas na forma de
zimogenos contendo pré e pré-dominios: o pré-dominio (ou peptideo sinal) é
responsavel pelo enderecamento das toxinas nascentes ao reticulo endoplasmatico no
interior das células secretoras da glandula, enquanto que o pré-dominio esta envolvido
na manutencao da laténcia da toxina (Fox e Serrano, 2010; Moura-Da-Silva et al., 2016)

As metaloendopeptidases de classe Pl sdo compostas de apenas um dominio
metaloendopeptidase; as de classe Pll, de um dominio metaloendopeptidase acrescido
de um dominio desintegrina-simile; por fim, as SVMP de classe PIIl apresentam
dominios metaloendopeptidase, desintegrina e rico em cisteina; eventualmente,
dominios lectina-simile podem estar presentes (Fox e Serrano, 2005). As SVMP de
classe PIIl teriam sido as primeiras metaloendopeptidases a serem evolutivamente
recrutadas para o veneno de viperideos, enquanto que as Pll e Pl teriam surgido
posteriormente, por meio da delecdo de dominios (Casewell et al., 2011). H& também
subclasses de SVMP em cada classe descrita, de acordo com a presenca ou nao de
dimerizacao e padrdes de clivagem poés-traducional (Fox e Serrano, 2010).

O mecanismo de ativacdo e processamento das metaloendopeptidases de
venenos de serpentes envolve a hidrolise do pr6-dominio, da mesma forma que ocorre
com metaloendopeptidases de matriz (MMP) e as ADAM (Gomis-Rith, 2003). O pré-
dominio apresenta uma sequéncia conservada (PKMCGVT) e o residuo de cisteina
presente neste motivo € coordenado com o atomo de zinco, bloqueando o sitio ativo da
enzima, um mecanismo denominado cysteine-switch (Grams et al., 1993). Trabalhos
recentes indicam que o processamento das SVMP se inicia durante a secrecao destas

toxinas para o lumen da glandula de veneno, sendo o pr6-dominio hidrolisado em



pequenos peptideos, que podem eventualmente apresentar propriedades inibitorias
(Portes-Junior et al., 2014; Moura-Da-Silva et al., 2016).

No contexto do envenenamento, a injecdo local de SVMP induz um efeito
hemorréagico devido a lesdes nas paredes de capilares sanguineos (Kamiguti et al.,
1996). Os capilares sao estruturados por células endoteliais, apoiadas por uma
membrana basal que serve de apoio estrutural, fornece fatores de crescimento e modula
a atividade destas células (Gutierrez et al., 2010).

A andlise do exsudato de camundongos injetados intramuscularmente com SVMP
e coletado em dois intervalos de tempo (15 min e 1 h) indicou a presenca de varios
componentes da membrana basal, como laminina, nidogénio, perlecan, colageno do tipo
IV e proteoglicanos especificos, indicando que o primeiro alvo das SVMP é a membrana
basal dos capilares e que a hidrolise é extremamente rapida (Gutiérrez et al., 2016).
Esta hidrélise extensiva também lesiona o endotélio, tanto pelo disparo de vias
apoptéticas, devido ao descolamento das células da membrana basal, quanto pelo
aumento da distensibilidade dos vasos pela falta da estabilidade mecanica conferida
pela membrana basal integra (Gutierrez et al., 2005; Tanjoni et al., 2005). A hemorragia
ocorre entdo via extravasamento dos eritrocitos por lesbes nas préprias ceélulas
endoteliais, um processo denominado hemorragia per rhexis (Gutierrez et al., 2016).
Este extravasamento de sangue também promove a isquemia dos musculos locais,
contribuindo para o agravamento da mionecrose observada nos acidentes botrépicos
(Gutierrez e Rucavado, 2000).

Concomitante & hemorragia local, as SVMP também podem induzir a
incoagulabilidade sanguinea sistémica, por meio da interacdo com diversos
componentes do sistema hemostatico. Em um processo normal de hemostasia, ha
formacéo inicial de um tampao plaquetario e os tecidos lesados liberam uma molécula
chamada fator tecidual (tromboplastina tecidual). Este fator complexa-se com o fator VIl
da cascata de coagulagédo sanguinea na presenca de ions célcio, ativando-o (fator Vlla).
Por sua vez, o fator Vlla ativa o fator X (Xa) que, na presenca de calcio, fosfolipideos e
fator V converte protrombina (fator II) em trombina (lla). A trombina entdo catalisa a
formacéao das redes de fibrina a partir do fibrinogénio, consolidando o tamp&o plaquetario
inicial em um tampéao hemostatico (Tortora e Grabowski, 2008).

As metaloendopeptidases de venenos de serpentes alteram profundamente a

funcao plaquetaria, impedindo a agregacdo mediada por receptores de superficie, pelo



fator de von Willebrand (VWF), glicoproteina auxiliar na agregacgéo plaquetaria, ou pela
via dependente de colageno. O dominio desintegrina, presente em SVMP de classe PII,
apresenta um motivo RGD que apresenta uma alta afinidade pela integrina aibf3s e inibe
a agregacao plaquetaria por bloquear a interacdo do fibrinogénio a este receptor
(Kamiguti, 2005). Outros motivos com o mesmo efeito biolégico j& foram reportados:
KGD, MDV, MLD, VGD, ECD, MDG, KTS (Calvete et al., 2005). As SVMP de classe PIII
possuem um dominio desintegrina-simile (ndo possuem o motivo RGD) e, portanto,
medeiam a inibicdo da agregacdo plaquetaria por outras vias, como as vias mediadas
pelo fator de von Willebrand e colageno (Moura-Da-Silva e Tanjoni, 2007). Nestas vias,
as SVMP conseguem hidrolisar o fator de von Willebrand e impedir a acdo das integrinas
a2B1 e GPVI, esta ultima responsavel pela agregacdo mediada por colageno, por
bloqueio do receptor ou por hidrélise (Sajevic et al., 2011).

Paralelamente a perturbacdo na atividade plaquetaria, as SVMP também
interferem com a atividade dos fatores de coagulacéo, principalmente ativando os fatores
Il e X (Sajevic et al., 2011). Tais alteracfes sado frequentemente utilizadas na pratica
clinica para avaliar a severidade do envenenamento e a eficacia da terapia (White,
2005). Além dos fatores de coagulacdo, as SVMP também consomem o fibrinogénio
disponivel, degradando preferencialmente as cadeias Aa e BB (Swenson e Markland,
2005). As redes de fibrina também séo hidrolisadas por SVMP (Moura-Da-Silva e Baldo,
2012). A coagulopatia induzida pelos venenos botrépicos é tao intensa que 59% dos
pacientes admitidos no Hospital Vital Brazil (Instituto Butantan, SP) no periodo de 1990-
2004 apresentavam tempos de coagulacéo alterados e 40,8% apresentavam sangue
incoagulavel (Nicoleti et al., 2010).

Além da inducéo da sindrome hemorragica, as metaloendopeptidases de venenos
de serpentes também estdo relacionadas com o quadro inflamatorio descrito nos
envenenamentos por serpentes viperideas, que incluem extravasamento de plasma,
edema, migragéo leucocitaria e liberacdo de mediadores inflamatérios, como IL-18 e IL-
6 (Gutierrez et al., 2010; Teixeira et al., 2018). Jararagina, uma SVMP de classe PlIII
isolada do veneno de B. jararaca, induz a expressédo e o processamento do fator de
necrose tumoral a (TNF-a) em camundongos e a expressdo desta citocina esta
relacionada diretamente com a inducdo de dermonecrose local (Laing et al., 2003;
Moura-Da-Silva e Baldo, 2012).



Recentemente, foi visto que a hidrélise de diversas moléculas e o dano celular
induzido pelas SVMP e outras toxinas presentes no veneno podem gerar DAMP
(damage / danger-associated molecular patterns), que foram detectados no exsudato
local (Rucavado et al., 2016). DAMP s&o moléculas e/ou fragmentos enddgenos que,
qguando liberados para o meio extracelular, sdo interpretados por células do sistema
imune inato como um sinal de perigo, de injuria tecidual. Os DAMP séo reconhecidos
por células do sistema imune inato por meio de receptores do tipo Toll (TLR) localizados
na superficie destas células (Kato e Svensson, 2015). Rucavado e colaboradores
demonstraram que a resposta aos DAMP gerados pelo veneno é mediada pela via de
TLR4, que reconhece fragmentos de proteoglicanos (acido hialurénico), fibronectina,
heparan sulfato e fibrinogénio, componentes de matriz extracelular também degradados
por SVMP. A injecdo do exsudato contendo DAMP em camundongos saudaveis
aumentou significativamente a permeabilidade vascular, sendo possivel que os DAMP
gerados no curso do envenenamento estejam relacionados também com uma atividade
procoagulante, por meio da estimulacdo direta de células endoteliais (Rucavado et al.,
2016).

1.3-TERAPIA ANTIOFIDICA: SITUACAO ATUAL E NOVAS ESTRATEGIAS

A administragdo endovenosa do soro antiofidico € o unico tratamento especifico
para os acidentes ofidicos (Gutierrez et al., 2006). Desenvolvido em 1894 por Albert
Calmette, Césaire Phisalix e Gabriel Bertrand, o soro antiofidico é produzido através da
imunizacdo de animais de grande porte com uma mistura contendo doses subletais de
venenos de serpentes e adjuvantes para induzir uma resposta imunolégica adequada
(Espino-Solis et al., 2009). Os soros podem ser mono-especificos (contra venenos de
um anico género de serpente) ou poli-especificos, produzidos com misturas imunizantes
mais complexas e que neutralizam venenos oriundos de mais de um género de serpente
(Girish e Kemparaju, 2011; Silva et al., 2013).

O Brasil é autossuficiente na producao de soros antiofidicos, contando com quatro
centros principais de producgdo: Instituto Butantan (Sao Paulo/SP), Instituto Vital Brazil
(IVB, Niterd6i / RJ), Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte/MG) e o Centro de
Producdo e Pesquisa em Imunobiologicos (CPPI, Piraquara/PR). Nao ha venda

comercial de soros antiofidicos: toda a producdo € revertida exclusivamente para o
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Ministério da Saude, que efetua a distribuicdo por todo o pais, e as Secretarias Estaduais
de Saude definem os locais de referéncia para a aplicacdo dos soros (Silva et al., 2013).

A producéo dos soros antiofidicos demanda um protocolo rigido para garantir a
seguranca e a eficacia da terapia antiofidica. Os soros podem ser compostos de
imunoglobulinas G (IgG) integras, fragmentos divalentes [F(ab’)z] ou monovalentes
[F(ab)], obtidos a partir da digestdo das IgG com pepsina e papaina, respectivamente
(Gutierrez et al., 2007). A OMS recomenda a utilizacdo de soros contendo fragmentos
F(ab’) para minimizar eventuais efeitos adversos (Organizacdo Mundial Da Saude,
2016). A Portaria do Ministério da Saude n°174, de 11 de novembro de 1996, estabelece
as condicbes para a producdo dos soros antiofidicos brasileiros. As misturas

imunizantes-padrao para cada tipo de soro produzido estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 : Caracteristicas dos soros antiofidicos produzidos no Brasil.
Reproduzido da Portaria do Ministério da Saude n°174, de 11 de novembro de 1996.
Soro Composicao de venenos da  Titulo neutralizante
mistura imunizante padréo minimo?
Bothrops jararaca = 50%
Bothrops moojeni = 12,5%
Soro antibotrépico Bothrops jararacussu = 12,5% 5 mg/mL
Bothrops alternatus = 12,5%
Bothrops neuwiedi = 12,5%
) . Crotalus durissus terrificus,
Soro anticrotélico _ N 1,5 mg/mL
(crotamina positivo)
_ o Micrurus corallinus
Soro antielapidico _ _ 1,5 mg/mL
Micrurus frontalis

Soro antilaquético Lachesis muta 3,0 mg/mL

1 O titulo neutralizante minimo é a quantidade (em miligramas) de veneno de referéncia
neutralizado por 1 mililitro de soro antiofidico. O titulo é entdo expresso em mg/mL. Admite-se um
coeficiente de variacdo de 10% devido a variabilidade inerente aos ensaios com animais de laboratério

(Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria e Fundacao Oswaldo Cruz, 2010).
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A partir da coleta do plasma hiperimune, as imunoglobulinas (ou seus fragmentos)
sao purificados por precipitacbes em grandes tanques com sulfato de aménio, seguido
de centrifugacao, ultrafiltracdo e cromatografia. Em seguida, o antissoro é submetido a
diversos testes de qualidade para verificar a atividade bioldgica, a esterilidade, a
inocuidade e a presenca de pirdgenos. Toda a rotina de controle de qualidade é realizada
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), é6rgédo ligado a
Fundacdo Oswaldo Cruz (Ministério Da Saude, 1996; Silva et al., 2013; Cunha, 2017).

Desde a introducéo do soro antiofidico na terapéutica dos acidentes ofidicos, as
taxas de mortalidade foram reduzidas significativamente (Gutierrez et al., 2007). Quando
administrado de maneira adequada, 0 soro é bastante eficaz na neutralizacao de efeitos
sistémicos; para os acidentes com serpentes viperideas, a interrupcdo da hemorragia se
da entre 30 min e 6 h do inicio da terapia e a normalizacdo dos tempos de coagulacéo,
em 6 a 24 h (Gutierrez et al., 2007). Por outro lado, o soro € ineficaz na neutralizagdo
dos danos locais — experimentos de microscopia intravital em ratos demonstraram que
0 soro antiofidico néo foi capaz de reverter o quadro, mesmo quando administrado
rapidamente, apenas 15 minutos apés a injecdo do veneno (Battellino et al., 2003).
Dentre 0s motivos para esta neutralizacao ineficaz estao o titulo de anticorpos ineficiente
para neutralizagdo de algumas classes de toxinas de baixa massa molecular e a
progressdo extremamente rapida do dano local, que compromete a distribuicéo tecidual
das imunoglobulinas e/ou de seus fragmentos (Gutiérrez et al., 1998; Harrison et al.,
2011). Na pratica, a situacdo € ainda mais grave: estudos epidemiolégicos indicam que,
no Brasil, a demora na administracéo do soro antiofidico (mais de 6 h apds o acidente)
ocorre em 42% dos casos brandos e moderados de envenenamento e esta
estatisticamente correlacionada com um mau prognadstico (Bochner et al., 2014; Mise et
al., 2018).

Além da neutralizagéo ineficiente dos danos locais, a terapia antiofidica baseada
no soro antiofidico também apresenta outras limitagdes graves: a possivel ocorréncia de
reacOes adversas, os desafios na producdo, a logistica de distribuicdo dos antissoros e
o desinteresse das industrias farmacéuticas para sua producao (Gutierrez et al., 2007).

As reacdes adversas associadas a soroterapia advém muitas vezes da
administracdo de grande quantidade de soro antiofidico. A injecdo excessiva de
proteinas exdgenas pode levar a quadros de hipersensibilidade (Girish e Kemparaju,

2011). As reac0Oes de hipersensibilidade podem ocorrer de maneira imediata ou tardia.
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As reacOes imediatas (horas apo6s o inicio da administracdo do soro) incluem o
surgimento de urticaria, nausea, colicas e vomitos, enquanto que as reacoes tardias (5
a 24 dias apés a exposi¢ao) incluem a “doenga do soro”, com um quadro de febre,
artralgia, urticaria e adenopatia, agravando ainda mais o quadro clinico do paciente
(Morais e Massaldi, 2009; Gutierrez, 2012; Wen e Malaque, 2013).

A producao de antissoro é bastante custosa, pois envolve etapas de imunizacao,
purificacdo, testes de qualidade e envasamento, tudo em um ambiente controlado,
seguindo as boas praticas de producéo e de laboratério e obedecendo as legislacdes
locais (Chippaux, 2017). Além disso, o produto é instavel e demanda condicdes
especificas para a sua preservacao e transporte, como refrigeracéo continua, sob risco
de perda de atividade biologica (Morais e Massaldi, 2009).

Desta forma, a producéo dos soros antiofidicos ndo é atraente para as grandes
industrias farmacéuticas, pois 0 antissoro € uma “droga 6rfa” classica: um produto caro,
com um prazo de validade (shelf life) curto e frequentemente destinado a pessoas que
nao possuem poder aquisitivo para obté-lo (Fry, 2018). Algumas industrias ja
descontinuaram a producao de soros antiofidicos, caso da Sanofi-Pasteur, que decidiu
encerrar a producdo do soro Fav-Afrique em 2015 devido a uma queda brusca das
vendas, levando a uma crise significativa de abastecimento de antissoros na Africa
(Chippaux e Habib, 2015; Arnold, 2016).

Diversas estratégias tém sido propostas na literatura para contornar as limitacées
do soro antiofidico, como o uso de anticorpos monoclonais e o0 emprego de formulacdes
mais estaveis, a otimizacdo da mistura imunizante para a neutralizacdo da maior
guantidade possivel de toxinas e o uso de inibidores que possam atuar localmente,
contendo os danos locais (Gutierrez et al., 2007; Harrison et al., 2011). Inibidores
sintéticos de metaloendopeptidases de matriz, como os peptideomiméticos marimastat
e 0 batimastat apresentaram resultados animadores de inibicdo de SVMP, mas ainda
esbarram nas limitacbes de baixa especificidade e biodisponibilidade (Sanchez e
Rodriguez-Acosta, 2008; Preciado e Pereafiez, 2017). Neste contexto, o estudo de
inibidores naturais de metaloendopeptidases de venenos de serpentes torna-se
promissor, uma vez que sdo moléculas especificas para a interacao / inibicdo desta

classe de toxinas.
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1.3.1 — Inibidores Naturais de Venenos de Serpentes

O estudo do fendmeno de resisténcia natural aos venenos de serpentes teve
inicio com o trabalho pioneiro de Felice Fontana (1730-1805), um abade e eminente
fisiologista italiano, atualmente considerado o pai da Toxinologia moderna (Garrison,
1935; Hawgood, 1995). Em seu tratado Ricerche fisiche sopra il veleno della vipera
(“Pesquisa fisica sobre o veneno da vibora”, em traducgao livre), Fontana relata que
induziu uma vibora europeia (Vipera berus) a injetar seu veneno em outra vibora. Apos
meticulosa observagdo, Fontana descreveu que nao houve nenhum sintoma de
envenenamento na serpente atingida, mesmo depois de 36 horas, levando-o a redigir
seu famoso aforismo “Il veleno della Vipera non € veleno per la propria specie”, traduzido
livremente como “o veneno da vibora n&o € veneno para sua propria espécie” (Fontana,
1787).

O trabalho de Fontana lancou as bases do estudo experimental da imunidade
natural aos venenos de serpentes. Apoés seu tratado, evidéncias experimentais de
resisténcia natural em mamiferos, como o mangusto (Herpestes edwardsii) e 0 ouri¢o
(Erinaceus europaeus) também foram relatadas, por Albert Calmette, Césaire Phisalix e
Gabriel Bertrand (Phisalix, 1895; Calmette, 1896), seguido de outros estudos e relatos
em outros géneros de serpentes e mamiferos (Bastos et al., 2016).

A resisténcia natural que estes animais apresentam aos efeitos deletérios do
veneno de serpentes pode ser conferida por dois mecanismos n&o-excludentes: no
primeiro, o animal resistente apresenta modificacbes estruturais em receptores ou
proteinas que impedem a ligacdo de toxinas. Tal mecanismo ja foi descrito para
receptores nicotinicos de acetilcolina em mamiferos (Barchan et al., 1992; Drabeck et
al., 2015) e na serpente Natrix tesselata (Neumann et al., 1989). H4 também evidéncias
de modificacdo do fator de von Willebrand em mamiferos dos géneros Didelphis,
Lutreolina e Philander, onde a substituicdo pontual de alguns residuos levariam a
alteracbes no padrdo de cargas e hidrofobicidade desta proteina, potencialmente
interferindo com a especificidade da ligacéo deste fator com lectinas do tipo C presentes
nos venenos (Jansa e Voss, 2011).

O segundo mecanismo envolve a existéncia de proteinas séricas que neutralizam
a acao das toxinas do veneno, por meio da formagédo de um complexo estavel e mantido
por forcas de natureza ndo-covalente. Essas proteinas inibitorias sdo consideradas

componentes da imunidade inata destes animais; elas apresentam similaridade
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estrutural com outras proteinas importantes do sistema imunoldgico e atuam como
aceptores sollveis prontos para neutralizar eventuais toxinas presentes na corrente
sanguinea, sendo uma primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos destas
proteinas (Perales e Domont, 2002; Perales et al., 2005). Foram descritos na literatura
pelo menos 45 inibidores isolados do plasma de mamiferos e de serpentes resistentes
aos efeitos deletérios do envenenamento (Neves-Ferreira et al., 2010; Biardi et al., 2011;
Palacio et al., 2017; Serino-Silva et al., 2018).

H& duas subclasses de inibidores: os inibidores de fosfolipase A2 (PLI —
phospholipase A: inhibitor), que inibem o0s efeitos miotoxicos e/ou neurotoxicos
associados as fosfolipases Az de venenos de serpentes, e o0s inibidores de
metaloendopeptidases (SVMPI — Snake venom metalloendopeptidase inhibitor), que
neutralizam os efeitos hemorragicos causados por estas toxinas. Os SVMPI isolados do
plasma e do tecido muscular de mamiferos foram respectivamente agrupados na
superfamilia (génica) das imunoglobulinas e da ficolina/opsonina P35, enquanto aqueles
isolados do sangue de serpentes foram classificados como membros da superfamilia
das cistatinas (Neves-Ferreira et al., 2014). Nesta dltima, os inibidores mais
extensivamente caracterizados sdo o HSF (habu serum factor), isolado do plasma da
serpente Protobothrops (Trimeresurus) flavoviridis e a proteina BJ46a, isolada da
serpente Bothrops jararaca, que apresenta 85% de identidade sequencial com o HSF
(Valente et al., 2001; Neves-Ferreira et al., 2014).

O inibidor HSF foi o primeiro da superfamilia das cistatinas a ser purificado e
caracterizado, em 1972. HSF apresenta uma massa molecular de 70 kDa, determinada
por ultracentrifugacdo (sedimentacdo por equilibrio) e um ponto isoelétrico de 4,0
(Omori-Satoh et al., 1972). Por espectrometria de massas, HSF apresentou uma massa
de 47.810 Da. Ao compararmos este valor com a massa calculada de 70 kDa por
ultracentrifugacéo, é possivel que HSF apresente uma natureza dimérica; entretanto, 0s
autores ndo cogitaram esta possibilidade em seu trabalho (Deshimaru et al., 2003).

A andlise da estrutura primaria de HSF revelou que o inibidor apresenta dois
dominios cistatina contiguos e um dominio rico em histidina em sua porgéo C-terminal,
além de trés sitios confirmados de N-glicosilacdo nas posi¢cdes N123, N185 e N263
(Yamakawa e Omori-Satoh, 1992). Com relacéo a atividade biologica, HSF foi capaz de
inibir varias metaloendopeptidases das classes PI, PIl e Plll do veneno de P. flavoviridis
(HR1A, HR1B, HR2a, HR2b e H2) e do veneno de Gloydius halys brevicaudus
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(brevilisinas H3, H4, H6 e L4), em uma relacdo molar de 1:1 (inibidor:toxina). Portanto,
HSF apresenta um amplo espectro de inibicdo, independente da classe de SVMP
(Deshimaru et al., 2005). Além de interagir com diversas SVMP, HSF também é capaz
de interagir com pequenas proteinas séricas (SSP, small serum proteins) presentes no
plasma de P. flavoviridis. A fungédo intrinseca das SSP ainda néo foi descrita, mas, ao
interagirem com HSF, as SSP aumentam o espectro de inibicdo de HSF — a interacao
do inibidor com SSP-1 permitiu a inibicdo da atividade catalitica de HV1, uma SVMP de
classe PIlll isolada do veneno da mesma serpente. Quando HSF ou SSP-1 séo
incubadas isoladamente com HV1, a atividade catalitica da metaloendopeptidase néao é
inibida (Shioi et al., 2013).

O mecanismo de inibicdo de metaloendopeptidases por HSF ainda ndo esta
completamente elucidado, mas ja ha na literatura algumas evidéncias experimentais que
podem contribuir nesta direcdo. Deshimaru e colaboradores alteraram quimicamente os
residuos de triptofano e lisina de HSF com &cido trinitrobenzenosulfénico e N-
bromosuccinimida, respectivamente, e a atividade inibitéria de HSF foi eliminada,
destacando a importancia destes residuos para o mecanismo de inibicdo. Modificacdes
guimicas nos residuos de arginina, tirosina e histidina nao tiveram efeito sobre a
atividade do inibidor (Deshimaru et al., 2005). Posteriormente, Aoki e colaboradores
demonstraram, por sucessivas hidrélises quimicas, que a primeira metade do primeiro
dominio cistatina de HSF é fundamental para a inibicdo de metaloendopeptidases.
Quando estes resultados foram incorporados a um modelo tridimensional preliminar de
HSF, os dados sugeriram um possivel cluster de residuos (W17, W48, K15 e K41)
localizado no primeiro dominio cistatina que poderia estar envolvido na atividade
inibitéria da molécula (Aoki, Deshimaru, et al., 2007).

O inibidor BJ46a, alvo de estudo desta tese, foi 0 segundo inibidor da superfamilia
das cistatinas a ser caracterizado detalhadamente (Valente et al., 2001). BJ46a é uma
glicoproteina &cida (pl 4,55) que, assim como HSF, apresenta dois dominios cistatina
(C1/C2) e um dominio rico em histidina em sua porgédo C-terminal. BJ46a é sintetizada
no figado da serpente com um peptideo sinal de 19 residuos; este é processado,
gerando a estrutura primaria madura de BJ46a, com 322 residuos, incluindo 12 residuos
de cisteina em 6 pontes dissulfeto preditas. A forma madura de BJ46a é entdo exportada
para a corrente sanguinea, protegendo a serpente da atividade proteolitica de

metaloendopeptidases eventualmente circulantes no sangue. Por espectrometria de
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massas (MALDI-TOF), BJ46a apresentou uma massa molecular de 46.101 Da e, por
cromatografia de exclusdo molecular e espalhamento dindmico de luz (DLLS, dynamic
laser light scattering), a massa molecular calculada de BJ46a foi de 79 kDa, indicando
uma possivel estrutura dimérica do inibidor (Valente et al., 2001). Com relacéo a porgéo
glicidica de BJ46a, ha quatro sitios confirmados de N-glicosilacdo (N76, N185, N263 e
N274) ocupados por glicanos complexos e sialilados; os glicanos respondem por cerca
de 17% da massa do inibidor (Valente et al., 2001; Bastos, 2014).

O mecanismo de inibicdo de metaloendopeptidases de venenos de serpentes por
BJ46a envolve a formagédo de um complexo estavel, mantido por forcas de natureza néo-
covalente, entre o inibidor e a toxina. Medi¢des por ressonancia plasmonica de superficie
(SPR) indicaram que a interacdo entre BJ46a e jararagina, uma metaloendopeptidase
de classe PIIl do veneno de B. jararaca, apresenta uma constante de dissociacdo no
equilibrio (Kp) de 13,8 nM!. Este Kp é comparavel as constantes mensuradas para
interacdes antigeno-anticorpo, indicando que se trata de uma interacdo nao-covalente
forte (Drake et al., 2004). Uma vez que o complexo é estabelecido, a toxina néo € capaz
de exercer sua atividade catalitica. BJ46a foi capaz de inibir a atividade catalitica de
jararagina e de atrolisina-C (PI-SVMP isolada do veneno de Crotalus atrox) sobre o
substrato fluorogénico Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-Nbz, em uma relacdo molar de 1:2
(mondmero do inibidor: toxina). BJ46a também inibiu a atividade hemorragica do veneno
de B. jararaca in vivo (Valente et al., 2001). Entretanto, BJ46a nao foi capaz de interagir
com jararagina-C, uma forma processada de jararagina contendo apenas os dominios
desintegrina-simile e rico em cisteina, mesmo em um excesso molar do inibidor de trés
vezes, 0 que sugere que o dominio metaloendopeptidase € essencial para a interacao
toxina-inibidor (Valente et al., 2001).

Porém, assim como para HSF, o conhecimento acerca do mecanismo de inibicdo
de BJ46a é muito limitado. BJ46a, mesmo apoés desglicosilacdo extensiva com diferentes
exoglicosidases (neuraminidase, B (1—4) galactosidase, p-N-acetilglicosaminidase) e a
glicoamidase PNGase F, ainda foi capaz de interagir e inibir a atividade proteolitica de
jararagina in vitro, indicando que sua porcao proteica € fundamental para a inibicdo de
SVMP por BJ46a (Bastos, 2014). Um modelo estrutural preliminar de BJ46a foi

construido, tendo como molde o modelo publicado de HSF. Os resultados indicaram

1 Valente, RH. Dados nédo publicados.
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que, além do cluster de residuos W17, W48, K15 e K41 encontrados no modelo de HSF,
BJ46a apresentaria um cluster adicional, formado pelos residuos W52 e K58 no primeiro
dominio cistatina, possivelmente envolvido com a interacdo e/ou com a ligacdo de uma
segunda molécula de SVMP (Valente et al., 2009). Até o momento, ndo h& na literatura
dados experimentais que possam confirmar esta hipétese.

Recentemente, BJ46a foi expressa de maneira recombinante utilizando-se a
levedura Pichia pastoris (Shi et al., 2012). Esta forma recombinante de BJ46a (rBJ46a)
foi capaz de suprimir a invasdo de células de melanoma da linhagem B16F10 e de
células de carcinoma hepatocelular da linhagem MHCC97H in vitro. In vivo, rBJ46a
inibiu a colonizacao tecidual em um modelo murino de cancer pulmonar e reduziu a
ocorréncia de metastase em camundongos BALB/c infectados com células MHCC97H;
0s autores atribuiram as propriedades antitumorais de rBJ46a a inibicdo da atividade
catalitica de metaloendopeptidases de matriz (MMP) 2 e 9, mas ndo demonstraram
experimentalmente esta hipétese (Ji et al., 2013).

As evidéncias na literatura suportam potenciais aplicacbes de BJ46a tanto na
terapia antiofidica quanto na supresséo de neoplasias, mas os dados escassos acerca
do mecanismo de acgéo e da estrutura tridimensional de BJ46a sdo um gargalo para o
desenvolvimento de biofarmacos baseados neste inibidor.

1.4 — METODOS BIOFISICOS PARA A DETERMINACAO ESTRUTURAL DE
PROTEINAS

A determinacao da estrutura e dindmica proteica € critica para o desenvolvimento
de biofarmacos, ndo sé nas etapas de descoberta e validagdo, como também nas etapas
de formulacdo, que visam as estabilidades estrutural e funcional da molécula a longo
prazo (Houde e Berkowitz, 2014).

O inicio do campo da biologia estrutural se entrelaca com o desenvolvimento de
uma das técnicas mais aplicadas para a determinacdo estrutural de proteinas, a
cristalografia de raios X. Em 1912, Max von Laue demonstrou os primeiros padrdes de
difracao de raios X de cristais e, em 1913, Wilhelm Lawrence Bragg derivou a equagao
fundamental da formacéo do padrao de difracdo dos raios X, conhecida hoje como Lei
de Bragg (Shi, 2014). Mas foi apenas em 1954 que David Green, Vernon Ingram e Max
Perutz descreveram gque, em principio, a cristalografia de raios X também poderia ser

aplicada para a determinacdo da estrutura tridimensional de proteinas (Green et al.,
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1954; Shi, 2014). Quatro anos depois, em 1958, Kendrew e colaboradores publicaram a
primeira estrutura cristalografica de uma proteina, mioglobina, em uma resolucéo de 6 A
(Kendrew et al., 1958), marcando o inicio da aplicacdo da cristalografia de raios X para
determinacao estrutural de proteinas.

No repositério de estruturas proteicas Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org), a

guase totalidade das estruturas depositadas foi elucidada pelos métodos de
cristalografia de raios X (90,3% das estruturas resolvidas), espectroscopia de
ressonancia magneética nuclear (RMN, 8,1%) e microscopia eletrénica 3D (1,3%) (Protein
Data Bank, 2018).

A técnica de cristalografia de raios X baseia-se na exposicéo de um cristal proteico
a um feixe de raios X, que gera um padrdo de difracdo caracteristico da estrutura
cristalina. Uma vez que os raios X interagem com a nuvem eletrénica em volta dos
atomos, a imagem obtida experimentalmente representa um mapa de densidade
eletrénica. Algoritmos computacionais especificos auxiliam na interpretacao deste mapa
e nha construcdo de modelos tridimensionais de proteinas por diferentes abordagens,
como o método de substituicdo molecular (Parker, 2003). A resolucéo final do modelo é
dependente da qualidade do cristal analisado e, portanto, a etapa de cristalizacao é
fundamental para o sucesso da técnica. Cristalizar proteinas é, até hoje, um processo
de tentativa e erro, sensivel a varios parametros, tais como o tipo de precipitante para a
cristalizacao, forca idnica, temperatura, concentracdo e homogeneidade proteica (llari e
Savino, 2008; Baettig e Berghuis, 2018).

Diferentemente da técnica de cristalografia de raios X, a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) ndo depende da formac&o de um cristal proteico
e as medicdes sao feitas em solucdo. Isso permite ndo sO a determinacado estrutural,
como também fornece informacgdes importantes sobre a dinamica molecular da proteina
em resolucéo atdmica (Srivastava, 2017). A técnica se baseia no fato de alguns nucleos
como H, 13C e 5N possuirem momentos angulares intrinsecos (spin nuclear). Sob a
influéncia de um campo magnético, estes nucleos podem adotar estados de energia e
orientacdo diferentes e podem ser induzidos a intercambiar entre estes estados pela
aplicacao de pulsos de radiofrequéncia (Atkins e De Paula, 2008).

O ambiente quimico de um nlcleo em uma molécula determina suas propriedades
em RMN, como a diferenca de energia entre as orienta¢cdes do spin e a frequéncia na

gual o nucleo absorve energia (frequéncia de ressonancia). Além da influéncia do campo
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magnético aplicado, cada nucleo magnético é afetado por outros nucleos, tanto por
ligacbes quimicas quanto por interacdes espaciais de curta distancia, que podem ser
exploradas para o assinalamento das linhas de ressonancia e derivacédo das restrices
de distancia que os separam, informagdes estas que fundamentam todo o processo de
criacdo do modelo estrutural por RMN (Pellecchia et al., 2002).

A microscopia eletronica tridimensional, particularmente a crio-eletromicroscopia
(crio-EM), vem ampliando seu leque de aplicacbes na area de biologia estrutural,
principalmente depois de recentes avangos na instrumentagdo e nos softwares de
processamento de imagens de crio-EM. Nesta técnica, um feixe de elétrons € acelerado
no vacuo por toda a coluna do microscépio. Ao atravessarem o espécime, vitrificado em
uma fina lamina, elétrons difratados sdo entéo refocados pelas lentes eletromagnéticas
do equipamento para a geracdo da imagem (Milne et al., 2013). Para cada plano
espacial, um conjunto de imagens € registrado e softwares de processamento de
imagem sao utilizados para reconstruir a distribuicdo de densidade. A partir da
reconstrucao tridimensional do dado, outros algoritmos sdo empregados para o fitting de
modelos estruturais no mapa de crio-EM (Roseman, 2000). A crio-eletromicroscopia
ainda € aplicada majoritariamente a proteinas e complexos proteicos de massa
molecular igual ou superior a 200 kDa, mas j4 ha alguns trabalhos na literatura
empregando crio-EM em proteinas com massa molecular abaixo deste limite, como a
estrutura da lactato desidrogenase, uma proteina de 145 kDa, em uma resolucéo de 2,8
A (Merk et al., 2016).

Hoje, o PDB contabiliza 147.708 estruturas resolvidas por estes métodos;
entretanto, é importante ressaltar que ha redundancia no banco de dados (e.g., uma
proteina resolvida por mais de um método experimental). Ainda assim, esta cifra
representa apenas 26% do numero de entradas encontradas no banco de dados Swiss-
Prot, um repositério de sequéncias proteicas manualmente curado. Entender a estrutura
tridimensional de algumas proteinas e seus complexos por estas técnicas ainda é
bastante desafiador, seja por limitacbes metodolégicas ou pela propria natureza da
interacdo — a maioria dos complexos proteina-proteina conhecidos ainda ndo possui um
modelo estrutural (Rodrigues e Bonvin, 2014); o estudo estrutural dos inibidores naturais
de venenos de serpentes se encaixa neste cenario.

Para BJ46a, as tentativas de cristalizacdo para estudos estruturais por

cristalografia de raios-X foram infrutiferas; a heterogeneidade glicidica oriunda dos
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quatro sitios de N-glicosilacdo pode ter impedido a cristalizacdo (Nettleship, 2012).
Mesmo na eventualidade de formacao de um cristal com qualidade aceitavel e obtencéo
dos dados de difracdo, a auséncia de proteinas com uma identidade sequencial alta (>
40%) com BJ46a nos bancos de dados torna impossivel a resolugédo estrutural pelo
meétodo de substituicdo molecular. Além disso, a heterogeneidade glicidica também pode
fazer com que a resolucéao final da estrutura seja comprometida, devido a interferéncia
destrutiva destes diferentes estados no padréo de difracdo dos raios X (Bastos et al.,
2016). Em RMN, a massa molecular de BJ46a (dimero, ca. 80 kDa) e do complexo
formado entre o inibidor e metaloendopeptidases de venenos de serpentes supera o
limite de massa molecular para protocolos-padrdo da técnica, requerendo marcacao
isotopica tripla (*°N, 3C e 2H) paralelamente a marcacdo seletiva de aminoacidos
(Bastos et al., 2016). Tais marcacdes s6 seriam viabilizadas por um processo de
expressao heterdloga do inibidor, com um rendimento proteico satisfatorio, o que ainda
nao foi tentado. Esses requerimentos resultam em um alto custo de producdo de amostra
e um tempo de analise longo para o assinalamento dos espectros adquiridos.

Nos anos recentes, vem se consolidando na area uma nova abordagem para o
estudo estrutural de proteinas, a Biologia Estrutural Integrativa, que consiste na
aplicacdo de métodos hibridos para a construcdo de modelos tridimensionais de
proteinas e complexos proteicos que ndo sdo passiveis de estudo pelas técnicas
classicas de biologia estrutural de alta resolugédo (Ward et al., 2013). A biologia estrutural
integrativa caracteriza-se pela utilizacdo adicional de técnicas computacionais e
informacgdes estruturais complementares derivadas de diferentes técnicas de biologia
molecular, bioquimica e biofisica, tais como SAXS / SANS (espalhamento de raios-X /
néutrons a baixo angulo), FRET (transferéncia de energia de ressonancia por
fluorescéncia), microscopia eletrénica, ensaios de mutagénese, calculos computacionais
e técnicas baseadas em espectrometria de massas — cross-linking quimico e troca
isotopica hidrogénio-deutério (Alber et al., 2008).

Atualmente, a biologia estrutural integrativa € a melhor estratégia quando os
métodos convencionais de determinacdo estrutural ndo sdo capazes de resolver
sozinhos os desafios estruturais existentes. Os dados gerados pelas abordagens
complementares geram novas hipoteses e aumentam o entendimento da funcdo
biologica; para a modelagem molecular, a insercdo de dados experimentais

complementares minimiza o espaco de busca computacional, a taxa de falsos-positivos
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e a dificuldade de analisar a acuracia dos modelos gerados pelos algoritmos de
modelagem molecular (Karaca e Bonvin, 2013). Esta abordagem também tem sido cada
vez mais utilizada para o mapeamento de grandes complexos macromoleculares, como
a subunidade 39S ribossomal, RNA polimerase Il e o capsideo do virus HIV, entre outras
estruturas (Sali et al., 2015).

1.4.1 — A espectrometria de massas na biologia estrutural integrativa

Nos Uultimos 30 anos, a espectrometria de massas passou por um
desenvolvimento notavel, tanto em termos de inovacbes tecnoldgicas em
instrumentacdo quanto no tocante ao leque de aplica¢cdes nas mais diversas areas do
conhecimento. A introducéo de técnicas de ionizacdo brandas, como o MALDI (matrix-
assisted laser desorption ionization, dessorcéo a laser assistida por matriz) e a ionizagcao
por electrospray (ESI), no final dos anos 80, por Koichi Tanaka, M. Karas, F. Hillenkamp
e John Fenn, permitiram a andlise de biomoléculas por espectrometria de massas. Nos
anos seguintes, a espectrometria de massas se estabeleceu como uma técnica analitica
importante para a determinacdo da massa molecular de proteinas, sequenciamento,
guantificacdo, identificacdo de modificacdes pos-traducionais e, mais recentemente, a
analise estrutural de proteinas e peptideos (Tanaka et al., 1988; Fenn et al., 1989; Karas
et al., 1989; Kaltashov et al., 2013).

As técnicas baseadas em espectrometria de massas mais utilizadas para derivar
informacgdes estruturais sobre proteinas e complexos proteicos sdo a espectrometria de
massas nativa (native MS), espectrometria por mobilidade i6nica (ion mobility MS, M-
MS) e as abordagens de marcacdes covalentes (covalent labeling-MS), cross-linking
(XL-MS) e troca isotopica hidrogénio/deutério monitorada por espectrometria de massas
(HDX-MS) (Marcoux e Cianferani, 2015). Estas técnicas fornecem informacdes valiosas
sobre estequiometria e topologia de proteinas e seus complexos, forma tridimensional
de ions em fase gasosa, acessibilidade ao solvente e regides de interacdo proteina-

proteina, como demonstra a Figura 3.



22

<& o ©
* Purificacéo Andlise proteémica °
* [ >

m/z

IdentificacGo

&
Troca isotdpica hidrogénio/deutério g
Espectrometria de massas nativa e IM-MS (HDX-MS) e marcacdes covalentes Cross-linking (XL-MS)
100 .
v 100
E 8 3100
3 5 5 |
- *® il - S S |
= 2 2
(5] H 2 s
£ i £ 2
b W e - E z
:ﬁ:. 9 = Drift time (ms) o o e

Estendido _
Parcialmente estendido_ . | Proteina
T N —
100 o =
=7 | \gt
- | -
(L ‘ “ "« [ ) Proteina
——— | ®
[ J

Ligante

Intensity
%

bl 20
Drift time (ms)

Informagoes

s Topologia Regides dinamicas / .
Flexibilidade estrutural Dinémiga esgtrutural acessiveis ao solvente Proximidade inter-residuos

Figura 3: Abordagens baseadas em espectrometria de massas aplicadas a biologia estrutural integrativa.

A espectrometria de massas permite identificar proteinas pertencentes a um complexo de interesse e derivar
informacdes sobre topologia, dindmica, acessibilidade ao solvente e proximidade inter-residuos por diferentes
experimentos. Adaptado de (Ahdash et al., 2016).

1.4.1.1 — Cross-linking de proteinas associado a espectrometria de massas (XL-MS)

Na dltima década, o cross-linking quimico de proteinas associado a
espectrometria de massas se consolidou como uma estratégia alternativa para auxiliar
no estudo estrutural de proteinas e complexos proteicos, fornecendo restricdes espaciais
importantes entre grupos funcionais proteicos que podem ser exploradas por algoritmos
de modelagem molecular (Sharon e Sinz, 2015).

O fundamento da técnica de cross-linking consiste na estabilizacdo covalente de
proteinas e complexos proteicos por agentes de ligacdo cruzada (ALC), pequenos
compostos organicos com grupos funcionais reativos e separados por um braco
espacador de distancia definida, medida em angstrons. Assim, apenas os residuos que
estdo em proximidade espacial (< 20 A) — seja em uma mesma cadeia polipeptidica ou
em cadeias polipeptidicas distintas — podem ser conectados covalentemente pelo ALC
(Leitner et al., 2010).

Os ALC podem apresentar reatividade frente a grupos amino, sulfidrila, carboxila
e/ou hidroxila. Agentes de ligagao cruzada que apresentam grupos reativos idénticos em

cada extremo do braco espacador sdo chamados de homobifuncionais, enquanto que
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0s ALC que possuem grupos funcionais distintos em sua estrutura sdo denominados
heterobifuncionais (Paramelle et al., 2013). Ja os ALC trifuncionais tém como objetivo
permitir a purificacdo e o enriquecimento das espécies covalentemente ligadas através
da interacao especifica de um terceiro grupo funcional (Sinz, 2007). Por fim, os ALC
chamados de zero-length ndo apresentam braco espacador e conectam dois grupos
funcionais na proteina em curta distancia (< 3 A) (Sinz, 2006).

Recentemente, vem se ampliando o uso de ALC clivaveis, que conectam dois
grupamentos funcionais em uma proteina por meio de uma ligacao labil, passivel de ser
clivada durante a etapa de fragmentacdo dos ions-precursores no espectrdmetro de
massas. O uso de ALC clivaveis favorece a fragmentacdo do backbone peptidico por
dissociacao induzida por colisdo (CID) e facilita a andlise devido a presenca de ions-
repérter (Sinz, 2017). Outra aplicacdo que vem se consolidando na area € a execucao
de estudos de cross-linking in vivo, utilizando-se ALC capazes de penetrar a membrana
plasmatica das células. Esta abordagem permite a andlise de interacdes proteina-
proteina transientes que ocorrem no citoplasma celular, ampliando o entendimento da
biologia molecular de diversos tecidos, em condi¢cdes normais ou patologicas (Sinz,
2018).

Atualmente, os ALC mais utilizados na técnica de XL-MS sao baseados no grupo
funcional NHS (N-hidroxisuccinimida), tais como o DSS (disuccinimidil-suberato) e o BS?®
(bis (sulfosuccinimidil) suberato), disponiveis comercialmente. Os ésteres de NHS
reagem com grupamentos nucleofilos, formando ligacdes amida estaveis com
grupamentos g-amino das cadeias laterais de residuos de lisina, a-amino da extremidade
N-terminal da proteina ou, em menor grau, grupamentos hidroxila nas cadeias laterais
de serina, treonina e tirosina (Madler et al., 2009; Sharon e Sinz, 2015). Os residuos de
cisteina também podem ser explorados na técnica de XL-MS; apos reducéo de eventuais
pontes dissulfeto, o grupamento tiol das cadeias laterais torna-se reativo a maleimidas
em pH 6,5-7,5, formando ligacGes tioéter (Paramelle et al., 2013). Recentemente,
Fioramonte e colaboradores desenvolveram uma abordagem inovadora em XL-MS,
denominada XPlex, para cross-links entre residuos acidos (acido aspartico e acido
glutdmico) espagados por uma diamina como linker. A reagédo também leva a formacgao
de cross-links zero-length apdés a ativacdo dos acidos carboxilicos e reacdo com
grupamentos nucleofilicos da proteina, sem introducdo de um linker espagador. A

ocorréncia de diversas possibilidades de cross-links em uma mesma reacdo aumenta
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significativamente a diversidade de restricdes de distancia que podem ser geradas a

partir de experimentos de XL-MS (Fioramonte et al., 2018). A Tabela 3 resume os ALC

mais utilizados na técnica de XL-MS.

Tabela 3: Agentes de ligagao cruzada mais utilizados na técnica de XL-MS.

Dados obtidos de (Thermo Scientific; Fioramonte et al., 2018).

Agente de ligacéo
cruzada

DSS
(disulfosuccinimidil
suberato)

BS®
(bis(sulfosuccinimidil)
suberato

Maleimidas

(e.g.
bismaleimidoetano)

XPlex — links acido-
acido
(diaminas)

XPlex - links zero-
length

. 0
Nl o 0
oy N 0. i b
] 0 N S=0
0 0 "
0

Estrutura quimica
0
0 0
'O\H/\/\/\)J\ 'D
N 0
& 0 0
0

0

sem cadeia espacadora

Comprimento
do braco
espacador

11,4 A

11,4 A

8,0 A

11,5A
(1,6-
hexanodiamina)

Possibilidades
de cross-links

K-K
K-S
S-S
K — N-terminal
S — N-terminal
Idénticos aos

formados com
ALC DSS

Cc-C

D-D

E-E

D-E

D-K

D-S

E-K

E-S
D — N-terminal
E — N-terminal
K — C-terminal
S - C-terminal

Nos experimentos de XL-MS, normalmente emprega-se a estratégia de bottom-

up proteomics, representada esquematicamente na Figura 4.

Esta abordagem é

particularmente vantajosa, visto que ndo ha limitacdes com relacdo a massa molecular

da proteina ou do complexo proteico investigado (Sinz, 2007).

A primeira etapa experimental consiste na estabiliza¢do da proteina ou complexo

proteico com o ALC, seguido de digestdo enzimatica. Apos a hidrélise da amostra

estabilizada, trés tipos principais de peptideos modificados pelo ALC podem ser

encontrados na amostra: cross-links do tipo 1, tipo 2 e tipo 0, como demonstra a Figura
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5 (Schilling et al., 2003). Nos cross-links do tipo 1, ou cross-links intrapeptideo, os
residuos covalentemente ligados pelo ALC encontram-se no mesmo peptideo; ja nos
cross-links do tipo 2, o ALC conecta dois residuos localizados em peptideos distintos,
oriundos da mesma proteina ou de proteinas diferentes. Por fim, os cross-links do tipo 0
modificam pontualmente apenas um residuo de um peptideo, devido a hidrélise do
segundo grupamento reativo do ALC. Estes links, conhecidos também como “dead-
ends”, podem fornecer informagdes sobre acessibilidade ao solvente de determinados
residuos. Em seguida, as amostras sdo submetidas a andlise por LC-MS/MS para
identificacdo destas espécies modificadas pelo ALC (etapa LC-MS/MS, Figura 4).

Figura 4: Fluxograma esquemético de uma reacéo de XL-MS.

Figura baseada em http://daltonlab.igm.unicamp.br/research.html.
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Tipo 1 Tipo 2 Tipo 0
Intrapeptideo Interpeptideo dead-end

Figura 5: Representacdo esqueméatica de modificagdes encontradas em peptideos na técnica de XL-MS.

Cross-links do tipo 1 ocorrem em residuos localizados em um mesmo peptideo; cross-links do tipo 2, acontecem em
residuos pertencentes a peptideos distintos. Por fim, cross-links do tipo 0 modificam apenas um Unico residuo de um
peptideo, pois a outra extremidade reativa do ALC sofre hidrélise.

A analise por espectrometria de massas dos produtos da reacao de cross-linking
€ desafiadora, principalmente porque os peptideos covalentemente estabilizados séao
minoritarios em relacdo aos peptideos lineares, ou seja, ndo modificados pelo ALC. Para
facilitar a localizagcdo dos peptideos ligados cruzadamente, pode-se usar ALC
isotopicamente marcados ou clivaveis; outra estratégia € a utilizacdo de métodos
cromatograficos, como a cromatografia de troca catidnica forte (SCX) e a cromatografia
de exclusdao molecular (SEC), que leva ao enriquecimento de peptideos ligados
cruzadamente (e.g., maiores e com maior estado de carga) nas amostras. Alguns ALC
trifuncionais apresentam ainda tags de biotina que permitem o enriquecimento dos
peptideos modificados por cromatografia de afinidade por streptoavidina (Singh et al.,
2010).

A modificacdo de residuos de lisina por alguns ALC, como BS®/DSS, aumentam
a taxa de clivagens perdidas para enzimas com especificidade de clivagem em lisina,
como a tripsina, o que resulta em peptideos grandes. Portanto, para a analise de
amostras de XL-MS, é necessario o uso de espectrometros de massas capazes de gerar
dados de alta resolugcéo tanto para espectros MS1, quanto para MS2, e que sejam
capazes de realizar fragmentacbes eficientes, permitindo o sequenciamento dos
produtos da reacao de cross-linking (Sinz, 2007). Atualmente, o analisador de massas

Orbitrap é o estado-da-arte para a aquisi¢cao de espectros MS1 e MS2 de alta resolucéo
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e afragmentacgdo por HCD (Higher-energy collision dissociation) permite a fragmentagéo
de ions-precursores com relacdes massa/carga altas (Rose et al., 2012; Zubarev e
Makarov, 2013).

Apds a aquisicdo dos espectros de massas, estes precisam ser analisados com
uma ferramenta bioinformatica propria para a busca de espectros de cross-linking
(andlises bioinformaticas, Figura 4). Assim como na etapa de aquisicdo dos espectros
de massas, a analise destes dados nao é trivial devido ao tamanho do espaco de busca
a ser explorado por estas ferramentas — a medida em que a complexidade da amostra
aumenta (e, consequentemente, o nimero de residuos passiveis de ligagcdo cruzada) o
namero de cross-links potenciais segue uma expansao quadratica (Sharon e Sinz,
2015). Em 2015, nosso grupo de pesquisa participou do esforco colaborativo,
coordenado pelo Dr. Paulo Costa Carvalho, que desenvolveu o software Spectrum
Identification Machine for Crosslinked Peptides (SIM-XL), com um motor de busca
otimizado para a andlise de amostras de XL-MS. O SIM-XL pode executar uma reducao
dinAmica do espaco de busca, considerando apenas combinacfes que envolvam
exclusivamente peptideos que tenham sido também observados na forma linear,
modificados por um dead-end e/ou valendo-se de ions-reporteres caracteristicos de
determinados ALC e que sao gerados durante a fragmentacao dos peptideos ligados
cruzadamente (lglesias et al., 2009; Lima et al., 2015).

Ao final da analise, um mapa bidimensional contendo as restrices de distancia
detectadas € gerado para cada proteina (mapa 2D, Figura 4). As restricdes espaciais
definidas pelos cross-links detectados podem ser submetidas a algoritmos de
modelagem / docking molecular a priori, de modo a guiar a modelagem e as simulacdes
de docking, reduzindo o espaco de busca conformacional. Alternativamente, podem
servir como um filtro a posteriori, para selecdo dos modelos mais convergentes com as
restricbes espaciais geradas empiricamente (Ultima etapa, Figura 4) (Karaca e Bonvin,
2013).
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1.4.1.2 — Troca isotOpica hidrogénio/deutério monitorada por espectrometria de massas
(HDX-MS)

A troca isotdpica hidrogénio/deutério monitorada por espectrometria de massas €
uma poderosa técnica analitica para a investigacao de conformacao proteica e pode ser
aplicada a estudos de dinamica proteica, interacdes proteina-proteina e proteina-
pequenos ligantes, mapeamento de epitopos e desenvolvimento racional de farmacos
(Oganesyan et al., 2018).

Os atomos de hidrogénio correspondem a 50% de todos os atomos encontrados
nas proteinas (Engler et al., 2003). Os residuos de aminoacidos que possuem
hidrogénios ligados a heteroatomos (-OH, -SH, -NH, excetuando-se prolina) trocam
continuamente hidrogénios com o solvente devido a presenca do heteroatomo mais
eletronegativo, como demonstra a Figura 6; os &tomos de hidrogénio covalentemente
ligados a carbono ndo sofrem este fenbmeno (Jensen e Rand, 2016).

Dessa forma, quando uma proteina € exposta a um solvente que contenha um
isétopo de hidrogénio (deutério ou tritio), a incorporacdo isotdpica ocorre nestes
hidrogénios labeis, em diferentes taxas: hidrogénios de cadeia lateral e do grupamento
amina da extremidade N-terminal sofrem uma troca extremamente rapida, com uma
meia-vida aproximada de 0,01-1 ms, enquanto que os hidrogénios amidicos localizados
no backbone proteico trocam mais lentamente, com meias-vidas em torno de 5 s a 60
dias, portanto passiveis de serem medidas experimentalmente (Gallagher e Hudgens,
2016).



Gly-Asn-Asp-Ser-Cys-Lys

Figura 6: Localizac&o dos atomos de hidrogénio em proteinas.
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Os hidrogénios de cadeia lateral (representados em esferas azuis) e os hidrogénios amidicos do backbone proteico
(representados em vermelho) trocam hidrogénios continuamente com o solvente, enquanto que os hidrogénios
covalentemente ligados a carbono (em branco) ndo trocam. Reproduzido de (Jensen e Rand, 2016).

Os fundamentos da teoria da troca hidrogénio-deutério foram desenvolvidos pelo

cientista dinamarqués Kaj Ulrik Linderstrgm-Lang e colaboradores no inicio dos anos 50

(Englander et al., 1997). Na teoria de Linderstrgm-Lang, cada hidrogénio amidico do

backbone proteico pode estar em dois estados principais: um estado fechado,

incompetente para a troca isotépica e um estado aberto, passivel de incorporacao.

Como proteinas ndo séo estaticas, cada hidrogénio amidico pode intercambiar entre

esses dois estados por meio de um ou mais eventos de flutuacdo estrutural local

(breathing motions) (Mayne, 2016). Este comportamento € entdo representado pela

equacao abaixo:

k()p

fechado (protegido) = aberto (incorporavel) *& incorporado

I"cl

Nesta equacdao, kop e ke S@0 as constantes de abertura e fechamento estruturais

da proteina que expdem e protegem o hidrogénio amidico ao solvente, respectivamente.

Jé& a constante kch € referida como a constante quimica de troca, que rege as conversoes
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entre N — He N — D (Konnermann et al., 2011). Por sua vez, ken € modulada
principalmente pelo pH/pD da solucao e a temperatura (Konermann et al., 2014).

A dependéncia de keh com relagdo ao pH da solugéo é fundamental para toda a
metodologia de HDX-MS. Para um pequeno peptideo a 20°C, o gréfico do logaritmo de

keh em funcéo do pH € ilustrado no painel a da Figura 7.
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Figura 7: A influéncia do pH na constante quimica de troca (ken, painel a) e na meia-vida da incorporacgao
isotdopica de um hidrogénio amidico (painel b) em um peptideo poli-DL-alanina a 20°C.

Reproduzido de Jensen e Rand, 2016.

A curva de keh em funcéo do pH apresenta uma inflexdo no intervalo de pH 2,5 —
3,0. As marcacdes isotopicas em estudos de HDX-MS frequentemente séo feitas em
solucdes de pH > 4, onde a incorporacéo isotdpica € primariamente catalisada por base
(OD") e, a cada unidade de pH acima de 4, keh aumenta uma ordem de magnitude
(Konermann, L. et al., 2011). Quando o pH desta solugéo, mantido em 7 por exemplo,
€ rapidamente reduzido para = 2,5, a taxa de incorporacido de deutério é reduzida em
aproximadamente 4 ordens de magnitude e a meia-vida da incorporacgédo isotépica atinge
seu ponto maximo, aproximadamente 25 minutos (Figura 7, painel b), permitindo as
medicdes dos niveis de incorporacao de deutério por espectrometria de massas (Jensen
e Rand, 2016).

Com relacdo a temperatura, o grafico da constante quimica ken em funcéo da

temperatura apresenta uma curva exponencial, como demonstra a Figura 8. Nesta
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curva, a cada 10°C de incremento de temperatura, keh aumenta em um fator aproximado
de 3 vezes (Mayne, 2016). A curva apresenta um ponto minimo a 0°C; quando a
temperatura de um sistema, mantido a 20°C por exemplo, é resfriada para 0°C, ha um

decréscimo em kch de cerca de 10 vezes (Englander, 2006).

22 —
20 —
18 —
16 —
14 —
12 —
10 —

kch(T)/kch (OOC)

6 —
a4 —
2 —

T T T
o 5 10 15 20 25 30
Temperature (°C)

Figura 8: A constante quimica de troca kch em funcéo da temperatura.

O valor da constante ken foi calculado para o intervalo de 0-30°C e normalizado para o valor de kenh @ 0°C. Reproduzido
de Jensen e Rand, 2016.

E importante ressaltar que a troca isotopica completamente dependente de kcn S6 €
vélida na condicdo onde kop >» ko, Onde a proteina permanece em um estado
desenovelado. Entretanto, para proteinas em seu estado nativo, 0s eventos de
abertura/fechamento sao transientes; regides enoveladas possuem uma rede de ligacdes
de hidrogénio e a acessibilidade ao solvente de muitos hidrogénios amidicos sera limitada,
de forma que podemos dizer que a constante observada de troca, kipx, sera menor do
qgue Keh, € que kel > ken (Konermann, L. et al., 2011; Konermann et al., 2014; Oganesyan
et al., 2018). Os fatores de protecéo (P), definidos como a raz&o entre kech € kipx podem
exceder 10° para algumas amidas em regides enoveladas; porém, mesmo para
hidrogénios amidicos extremamente protegidos, a incorporacao isotdpica ainda pode ser
mensuravel (Konermann, L. et al., 2011). Logo, podemos distinguir dois regimes distintos
de incorporacdo de deutério em proteinas baseados nas constantes Kop, Ko € Keh,
denominados de EX1 e EX2 (Jensen e Rand, 2016).

Em um regime EX1, também chamado de troca correlata, temos a condigdo onde
keh > kel, € a constante knpx neste caso € definida como knpx = kop, 0 que implica que a

incorporacdo de deutério ocorre no primeiro evento de exposicdo dos hidrogénios
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amidicos, antes que a proteina volte ao estado fechado, incompetente para a troca. O
regime EX1 é frequentemente observado em valores altos de pH ou de menor estabilidade
estrutural, ou pela adicdo de desnaturantes (Weis et al., 2006; Mayne, 2016). Em um
espectro de massas, a incorporacao isotopica via EX1 é facilmente detectada analisando-
se o0 envelope isotdpico ao longo do experimento, como demonstra o painel a da Figura
9. Adistribuicdo do envelope isotdpico em um regime EX1 € bimodal, com dois envelopes
muito distintos: um primeiro envelope, representado em azul, de menor relacdo
massa/carga (m/z), que ainda nao sofreu o evento de abertura (e consequente
incorporacdo) e um segundo envelope, vermelho, de maior m/z, que ja incorporou o
is6topo. A medida em que se aumenta o tempo de exposicdo ao deutério, o segundo
envelope comeca a se tornar prevalente no espectro de massas, indicando a ocorréncia

do evento de incorporacao de deutério.

a) EX1 kinetics b) EX2 kinetics

il il
MM
Mwmm...__mmm_
il il

m/z m/z

Increasing deuteration time

Figura 9: Caracterizacéo dos regimes EX1 e EX2 em HDX-MS pela andlise dos envelopes isotépicos.

Reproduzido de Oganesyan et al., 2018.

No regime EX2, denominado de troca nao-correlata, temos uma situagcéo onde
ke > ken; nestas condicdes, a taxa de incorporacdo € menor do que a taxa de
fechamento, o que indica que a probabilidade da incorporagéo de deutério no primeiro
evento de abertura é muito pequena. Isso indica que multiplos eventos de abertura-
fechamento devem acontecer até que ocorra efetivamente a incorporacao isotopica. Isso

resulta em um acréscimo gradual (m/z) a centroide do envelope isotdpico, que por sua
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vez representa a média dos estados abertos/fechados, como demonstra o painel b da
Figura 9 (Gallagher e Hudgens, 2016; Mayne, 2016). Em condicdes fisioldgicas, o
regime EX2 é prevalente sobre o regime EX1 (Konermann, L. et al., 2011).

Para a obtencdo dos dados experimentais de HDX-MS, h& na literatura um
conjunto de abordagens, de acordo com o tipo de marcac¢do (continua ou pulsada) e
conforme a analise por espectrometria de massas (global e local exchange) (Wang et al.,
2016). A maior parte dos experimentos de HDX-MS adota a estratégia da marcacao
continua e a andlise por local exchange; o fluxograma desta abordagem esta representado

na Figura 10:
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Figura 10: Fluxograma esquematico de um experimento de HDX-MS.

Nesta estratégia, uma proteina ou complexo proteico de interesse é exposto a agua
deuterada por intervalos de tempo controlados, iniciando o processo de incorporacao
isotdpica nos hidrogénios amidicos e cadeias laterais. ApGs cada intervalo, a amostra é
rapidamente misturada em uma solugcéo a pH 2,5 e mantida a 0°C. Estas condi¢des
desaceleram em véarias ordens de magnitude a taxa de incorporacdo de deutério, como
discutido anteriormente neste capitulo, e minimizam a perda da marcacéo isotopica (back-
exchange). Entretanto, uma vez que as cadeias laterais apresentam uma taxa de troca
extremamente rapida, a marcagdo de deutério nestas posicdes € perdida durante as
etapas subsequentes do experimento, e apenas a marcacao nas amidas do backbone

proteico é mantida (Gallagher e Hudgens, 2016).
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A amostra deuterada entdo € digerida rapidamente por uma enzima apropriada
(usualmente pepsina) em baixas temperaturas, e o hidrolisado € submetido a uma
separacao cromatogréfica a baixas temperaturas (0°C) utilizando gradientes de separacéo
curtos. Os espectros de massas entdo séo registrados para cada amostra, e a
incorporacdo de deutério pode ser verificada comparando-se o espectro de massas de
amostras controle (sem deuteracdo) e amostras deuteradas apoés diferentes intervalos de
tempo, uma vez que cada atomo de deutério incorporado leva a um acréscimo em massa
no peptideo de 1 Da.

Em um estudo de interacao proteina-proteina por HDX-MS, curvas de incorporacao
de deutério sdo feitas para as proteinas isoladas e em complexo, com o objetivo de
mapear as diferencas significativas em incorporacdo isotopica nos dois estados. Esta
informacéo é bastante util na delimitacdo de regides que permanecem mais ou menos
protegidas da troca como consequéncia da formagdo do complexo. Muitos complexos
proteicos ja foram estudados com a técnica, e a integracdo dos dados de HDX-MS em
rotinas de modelagem e docking molecular tem sido cada vez mais utilizada (Faini et al.,
2016; Lossl et al., 2016).

Nesta tese, empregamos as técnicas de XL-MS e HDX-MS para o estudo
estrutural do inibidor natural de metaloendopeptidases BJ46a. tanto em sua forma livre
guando em complexo com a metaloendopeptidase jararagina, uma PIII-SVMP isolada
do veneno de Bothrops jararaca. Juntas, estas abordagens forneceram informacdes
importantes para a modelagem molecular do inibidor e da interacdo BJ46a-jararagina,
contribuindo para a proposi¢cao de um mecanismo de inibicdo de metaloendopeptidases

de venenos de serpentes por BJ46a.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Caracterizar estruturalmente a interacdo entre o inibidor de metaloendopeptidases
BJ46a e a toxina jararagina por técnicas aliadas a espectrometria de massas, aplicando-

se a abordagem de biologia estrutural integrativa.

2.2 - Objetivos Especificos

1. Estabilizar os complexos formados entre BJ46a e jararagina pela técnica de
cross-linking e mapear as regides de interacado por espectrometria de massas (XL-
MS);

2. Analisar a dinamica conformacional de BJ46a isolada e em complexo com
jararagina por troca isotopica hidrogénio-deutério monitorada por espectrometria
de massas (HDX-MS);

3. Integrar as informacdes estruturais geradas pelos experimentos descritos nos
objetivos especificos 1 e 2 na modelagem molecular do inibidor BJ46a e da toxina
jararagina, além do docking entre o inibidor e a metaloendopeptidase.
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3 - METODOLOGIA

3.1- MATERIAL

O plasma e o veneno de Bothrops jararaca foi obtido do Laboratério de
Herpetologia do Instituto Butantan (SP), através de projeto previamente autorizado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da instituicdo, de nimero 1643020615. Em
conformidade com a Lei 13.123/2015, a atividade de acesso ao patriménio genético
(veneno e plasma de B.jararaca) foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o
namero de cadastro AFOA111.

Oxido de deutério (D20, 99%) foi adquirido da empresa Cambridge Isotope
Laboratories; todos os demais reagentes utilizados foram de grau ACS, ou superior.
Toda a agua utilizada foi purificada e deionizada em sistema Milli-Q (Millipore) e todas
as solucdes e tampdes utilizados nos experimentos foram filtrados em membranas
de 0,45 pm.
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FLUXOGRAMA GERAL DAS METODOLOGIAS UTILIZADAS NESTA TESE

LR

Purificacdodo inibidor BJ46a
Purificacdo da metaloendopeptidase jararagina

&

Caracterizagdo das proteinas purificadas ‘)l'

* Sequenciamento de novo do inibidor BJ463;

+ Andlises eletroforéticas (SDS-PAGE) para verificagdo de homogeneidade e
N-glicosilacdo de BJ46a e jararagina;.

Interagdo toxina-inibidor ‘Lﬂ

* Ensaio de inibigdo da atividade proteolitica de jararagina por BJ463;

* Ensaios de formac¢do de complexos entre Bl46a — jararagina.

Topologia do complexo Bl46a-jararagina %

* Estabilizagdo covalente do complexo BJ46a — jararagina por BS® / XPlex;

* Andlise dos resultados e geracdo das listas de restricoes de distancia.

P

Perfis de incorporagdo isotopica

* Aquisicdo de dados de HDX-MS para BJ46a, jararagina e o complexo Bl46a —
jararaging;

* Andlise dos dados obtidos;

* Geracgdo dos perfis de incorporacdo de deutério e mapas residuais.

Modelagem molecular e,

* Construcdao de modelos tridimensionais de BJ46a e jararagina, explorando
dados de XL-MS e HDX-MS;

* Docking preliminar de Bl46a-jararagina.
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3.2 - METODOS
3.2.1 — Purificacao do inibidor de metaloendopeptidases BJ46a
3.2.1.1 — Preparo da coluna de imunoafinidade anti-BJ46a

Para o preparo da coluna de imunoafinidade anti-BJ46a, purificamos anticorpos
policlonais anti-BJ46a do soro de coelhos imunizados com uma solugéo de BJ46a nativa
e homogénea (> 95% de pureza por SDS-PAGE). A imunizagdo dos animais e a coleta
do soro foram feitas pela empresa Rheabiotech (Campinas, SP). O soro foi entdo
centrifugado a 16.000 xg a 4°C e filtrado em filtros Whatman GD/X de 0,45 um para
remover qualguer material em suspensao e posteriormente estocado a -20°C até o uso.
A purificacdo das imunoglobulinas foi feita utilizando-se uma coluna de afinidade HiTrap
Proteina A (1,6 x 2,5 cm, GE Healthcare) a uma taxa de fluxo de 2,5 mL/min. A fracéo
proteica que nao interagiu com a fase estacionaria (fracdo nao-ligada) foi eluida
isocraticamente por cinco volumes de coluna (25 mL), utilizando-se o tampao fosfato de
sodio 20 mM pH 7,0. As imunoglobulinas G retidas na coluna (fracdo ligada) foram
eluidas com uma solucéo de glicina-HCI 0,1 M pH 2,7 também por 5 volumes de coluna.
As fracdes ligadas foram coletadas em tubos previamente refrigerados no gelo e o pH
foi neutralizado imediatamente com uma solucéo de Tris 1 M, na proporcéo de 40 uL de
Tris /mL de amostra coletada. A avaliacdo da purificagcéo foi feita por eletroforese em
condi¢Bes desnaturantes e redutoras, como descrito no item 3.2.4 deste capitulo. Em
seguida, o pool de IgG homogénea foi concentrado e o tampé&o da amostra foi trocado
para uma solucédo-tampao de bicarbonato de sédio 0,2 M e NaCl 0,5 M pH 8,3 utilizando-
se sistemas de ultrafiltracdo Amicon Ultra-15 (cutoff 10 kDa, Millipore), em centrifuga
previamente refrigerada a 4°C. Ap0s a concentracdo da amostra, 50 mg de IgG foram
entdo acoplados covalentemente a uma coluna HiTrap NHS HP (1,6 x 2,5 cm, GE
Healthcare), de acordo com as instru¢cbes do fabricante, com um rendimento final de

acoplamento de 91%.

3.2.1.2 - Metodologia de purificacdo de BJ46a

O plasma de B.jararaca foi filtrado em filtros Whatman GD/X de 0,45 um para
remover qualquer material em suspenséao e posteriormente centrifugado a 14.000xg por
5 min a 4°C. Em seguida, o plasma foi diluido em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 e

injetado em uma coluna HiTrap NHS de 5mL (GE Healthcare), com anticorpos policlonais
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anti-BJ46a covalentemente imobilizados na matriz cromatografica. A coluna foi
previamente equilibrada com o mesmo tampéo. A fracdo proteica que ndo interagiu com
a fase estacionaria (fracdo ndo-ligada) foi eluida isocraticamente, por cinco volumes de
coluna a uma taxa de fluxo de 5 mL/min. A fragao proteica que interagiu com a coluna
(fracdo ligada) foi eluida com uma solucdo de glicina-HCI 0,1 M pH 2,1, também por
cinco volumes de coluna, a 5 mL/min. A absorvancia foi monitorada a 280 nm, em
sistema cromatografico Akta Purifier (Amersham Biosciences). O pH das fragées ligadas
foi imediatamente neutralizado com uma solucéo de Tris 1 M, na propor¢ao de 80 pL de
Tris por mL de amostra coletada; as amostras foram liofilizadas. Posteriormente, as
fracOes ligadas foram submetidas a cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
em coluna de fase reversa C4 (10 x 250 mm — Grace Vydac) a 2,5 mL/min, sendo a
absorvancia monitorada em 215 e 280 nm em sistema cromatografico LC-10AS
(Shimadzu). O sistema de solventes utilizado foi composto de TFA 0,1% (v/v) em agua
Milli-Q (fase movel A) e TFA 0,08% (v/v) em acetonitrila (fase mével B). As condicdes
isocraticas iniciais foram de 5% de solvente B por 5 min, seguido do gradiente: 25% B
em 5 min, até 42% B em 10 min, até 47% B em 25 min, até 60% B em 5 min e até 80%
B em 10 min. As fragdes coletadas foram imediatamente neutralizadas com Tris 1 M, na
proporgdo de 20 pL de Tris por mL de amostra e liofilizadas. Em seguida, a fragao
oriunda da cromatografia de fase reversa correspondente a BJ46a foi dessalinizada em
HEPES 10 mM pH 7,5 por cromatografia de exclusdo molecular, utilizando a coluna
HiTrap Desalting 5 mL (GE Healthcare). Apds a dessalinizacdo, a amostra foi aliquotada,
novamente liofilizada e estocada a -20°C.

3.2.2 - Purificacdo da metaloendopeptidase de veneno de serpente (jararagina)

A purificacdo da metaloendopeptidase de veneno de serpente jararagina seguiu
o descrito na literatura (Paine et al., 1992), com algumas modificacbes. O veneno de B.
jararaca (200 mg) foi solubilizado em tampéao Tris-HCI 20 mM, CaClz 10 mM, (NH4)2S0Oa4
1,2 M pH 7,4 e centrifugado a 14.000xg por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi submetido
a cromatografia de interag&o hidrofobica em coluna HiTrap Phenyl HP (16 x 25 mm, GE
Healthcare), previamente equilibrada com o mesmo tampéao. A separacéo foi realizada
por meio de um gradiente linear decrescente de sulfato de amonio por 5 volumes de
coluna, a uma taxa de fluxo de 2 mL/min, sendo a absorvancia monitorada a 280 nm em

sistema cromatografico Akta Purifier (Amersham Biosciences). As fracGes enriquecidas
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em jararagina foram unidas em um unico tubo, precipitadas com sulfato de aménio a
80% de saturacéo e dessalinizadas em coluna PD-10 (Sephadex G-25, GE Healthcare),
com o tampéao Tris-HCI| 20 mM + CaCl2 10 mM pH 6,8. Posteriormente, a amostra foi
submetida & cromatografia de troca i6bnica em coluna Mono-Q HR 5/5 (GE Healthcare).
A separacgdo cromatografica foi realizada por meio de um gradiente crescente de cloreto
de sadio (0-1 M NacCl), por cinco volumes de coluna a uma taxa de fluxo de 1 mL/min,
sendo a absorvancia monitorada em 280 nm em sistema cromatogréafico Akta Purifier
(GE Healthcare). A homogeneidade da amostra foi analisada por eletroforese em
condicdes desnaturantes e redutoras e a atividade proteolitica foi avaliada por meio do
ensaio de hidrolise de azocaseina, como descrito no item 3.2.13 deste capitulo. Apés a

purificacdo, a amostra foi aliquotada e estocada a -80°C.

3.2.3 - Quantificacao de proteinas

A quantificagdo de proteinas em amostras heterogéneas foi feita pelo método
fluorométrico Qubit (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. A quantificacédo
de proteinas em amostras homogéneas foi feita por espectrofotometria a 280 nm em
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), usando os seguintes valores de

massas molecular e coeficiente de extingdo molar:

Jararagina: 50 kDa; €280nm = 54.385 M. cm*

BJ46a: 46 kDa; €2sonm=29.170 M1. cm1?

3.2.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

Todas as analises eletroforéticas em gel de poliacrilamida foram conduzidas de
acordo com o méetodo de Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando sistemas mini-gel (10x10
cm), VERT-i10 (Loccus Biotecnologia). Para a analise em condi¢Bes nativas, os géis de
poliacrilamida e preparo de amostra foram feitos nas mesmas condi¢des descritas, mas
omitindo-se o passo de fervura da amostra e os reagentes SDS e DTT dos tampdes de
gel, de amostra e de corrida.

3.2.5 - Coloracéo de géis por Coomassie R-250 / G-250

A coloracéo de géis por Coomassie R-250 / G-250 seguiu o descrito por Rabilloud
e Charmont (Rabilloud e Charmont, 2000).
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3.2.6 — Revelacédo de géis por impregnacéo por nitrato de prata

O procedimento de revelacdo de géis de poliacrilamida por impregnacédo por
nitrato de prata seguiu o descrito por (Heukeshoven e Dernick, 1985), com algumas
modificagbes. Apos a corrida eletroforética, fixamos os géis com 50 mL de uma solugéo
de etanol a 40% (v/v) e acido acético a 10% (v/v), por 30 min, sob agitacdo moderada.
Em seguida, esta solucéo foi descartada e sensibilizamos os géis com 50 mL de uma
solucao de etanol a 30% (v/v), glutaraldeido 0,5% (v/v), tiossulfato de sodio 0,2% (p/v),
acetato de sodio triidratado 12% (p/v), por 30 min. Apos este periodo, esta solucéo foi
descartada e lavamos os géis com agua Milli-Q por 3 ciclos de 2 min. Apés a etapa da
lavagem, os géis foram impregnados com 50 mL de uma solucédo contendo nitrato de
prata a 0,25% (p/v), formaldeido 0,04% (v/v) por 20 minutos, sob agitacdo moderada. O
excesso da solucao de nitrato de prata foi removido por 3 ciclos de 20 s de agitagcao
manual com &agua Milli-Q. Os geéis foram revelados com 50mL de uma solucdo de
carbonato de sodio a 2,5% (p/v), formaldeido a 0,02% (v/v), tiossulfato de sédio 0,001%
(p/v) e agitados manualmente até que ocorresse a revelacdo de todas as bandas do gel.
A reacdo de revelagcdo foi interrompida descartando-se a solugao reveladora e
adicionando-se 50mL de uma solugéo de EDTA-Na2.2H20 1,5% (v/v), mantendo-se 0s
géis sob agitacao por 10 min. Os géis foram entdo guardados em uma solucao aquosa

de acido acético a 1% (v/v).

3.2.7 — Imunoblotting do plasma de B. jararaca e do inibidor BJ46a

Apoés a corrida eletroforética, o gel de empilhamento foi removido e o gel de
separacao foi rinsado em tampdao de transferéncia [tris 25mM, glicina 192mM, metanol
20% (v/v), pH 8,3] para remover o excesso de sais e SDS do gel. A transferéncia foi
realizada em sistema ECL semi-dry blotter (Amersham Biosciences), utilizando
membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, GE Healthcare) em amperagem constante
de 80 mA por 2,5 h. A eficiéncia de transferéncia foi analisada corando-se a membrana
de nitrocelulose com uma solucdo de vermelho de Ponceau a 0,2% (p/v) em acido
acético 2% (p/v) por 5 min sob agitacdo, e o excesso de corante foi removido com
lavagens sucessivas com agua Milli-Q até que ocorresse a revelacdo das bandas. Apos
a visualizacdo, a membrana foi descorada completamente por lavagens sequenciais
com tampao TBS (tris 25mM, NaCl 140mM, KCI 2mM pH 8,0) acrescido de 0,05% (v/v)

Tween-20. Em seguida, os sitios inespecificos da membrana foram bloqueados
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overnight com uma solucdo de bloqueio [leite em pd desnatado 5% (p/v) em
TBS+Tween-20] sob agitacdo moderada a 4°C. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada
por 3 ciclos de 10 min sob agitacdo com TBS+Tween-20 para remover todo 0 excesso
de solucao de bloqueio. Posteriormente, a membrana foi incubada com soro de coelho
contendo anticorpos policlonais anti-BJ46a (anticorpo primario), diluido na proporcao de
1:1000 em TBS+Tween-20, por 2h, sob agitacdo moderada, a temperatura ambiente.
Apos esta incubacéo, a membrana foi lavada por 3 ciclos de 10 min com TBS + Tween-
20 em agitacdo moderada, para remover 0 excesso de solucdo de anticorpo primario.
Em seguida, a membrana foi incubada com uma solucdo de anticorpos secundarios
(anticorpos anti-lgG de coelhos conjugados a peroxidase, Sigma-Aldrich) diluido 1:5000
em TBS+Tween-20 por 2h sob agitacdo moderada a temperatura ambiente. Apoés a
incubacdo com anticorpo secundario, a membrana foi lavada com TBS+Tween por 3
ciclos de 10 min sob agitacdo moderada, para remover o excesso de anticorpo
secundario. Por fim, a membrana foi revelada utilizando-se 10 mL de uma solucao de
3,3-diaminobenzidina (DAB) em perdxido de hidrogénio (pastilhas Sigmafast - Sigma-
Aldrich), com agitacdo manual, até que ocorresse a revelacdo das bandas. A reacado de
revelacdo foi interrompida por lavagens sucessivas com agua Milli-Q. A membrana foi
colocada para secar em papel filtro por 24 h ao final do experimento, antes da

digitalizacao das imagens.

3.2.8 - Aquisicdo de imagens de géis de poliacrilamida e membranas de
nitrocelulose

A aquisicdo das imagens de géis de poliacrilamida foi feita com o auxilio do
programa Adobe Photoshop Elements (Adobe Systems Incorporated) conectado a um
scanner ImageScanner lll (GE Healthcare) no modo transmissivo. As digitalizacdes
foram feitas em resolucéo de 300 dpi (dots per inch, pontos por polegada) e as imagens
foram salvas em formato .tiff para minimizar a perda de dados devido a compressao das
imagens. Para as membranas de nitrocelulose, o scanner foi configurado no modo

refletivo, com a mesma resolucéao e formato de imagem para os géis de poliacrilamida.

3.2.9 — Digestédo de proteinas em solucdo para andlise por espectrometria de
massas

A amostra a ser digerida (até 50 ug de proteina) foi solubilizada em 20 uL de
NHsHCO3 0,4 M e Ureia 8 M. Adicionaram-se 5 uL de DTT 50 mM e a amostra foi
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incubada por 3h a 37°C, para reducdo das pontes dissulfeto. Apds este periodo, as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e adicionou-se 5 pL de
iodoacetamida 150 mM para alquilacdo das cisteinas, seguido de incubacédo por 15 min
a temperatura ambiente, protegido da luz. Em seguida, adicionaram-se 3 uL de DTT 50
mM para minimizar o excesso de iodoacetamida na amostra, seguido de nova incubacao
por 15 min a temperatura ambiente, protegido da luz. Posteriormente, adicionaram-se
127 uL de agua Milli-Q, para diluir a concentracdo da ureia na amostra para 1 M. Apos
a diluicdo, adicionou-se tripsina (Sequencing-grade modified porcine trypsin, Promega)
na proporgdo enzima:substrato de 1:50 (m/m). A amostra foi incubada a 37°C por 20 h
e a reacao de hidrolise foi interrompida pela adicdo de 20 pL de acido trifluoroacético a
10% (v/v, gsp 1%). Os peptideos resultantes foram dessalinizados e concentrados
utilizando microcolunas de fase reversa POROS R2 (Applied Biosystems) e estocados

a — 20°C até a andlise por espectrometria de massas.

3.2.10 — Sequenciamento de novo de BJ46a por espectrometria de massas

Para o sequenciamento de BJ46a, 40 pg do inibidor foram solubilizados
gentilmente com uma solucdo do surfactante RapiGest SF (Waters) a 0,5% (v/v) em
bicarbonato de amdnio 40 mM pH 8,0, para uma concentracao final de surfactante de
0,063% (v/v) em um volume de 50 uL. A amostra foi incubada por 10 min a temperatura
ambiente e entdo 12,5 pL uma solucdo de DTT 50 mM foram adicionados a amostra
para reducao das pontes dissulfeto, seguido de incubacao por 3 h a 37°C. Em seguida,
as cisteinas foram alquiladas adicionando-se 12,5 yL de iodoacetamida 150 mM por 15
min a temperatura ambiente, protegendo as amostras da luz, e o excesso de
iodoacetamida foi minimizado adicionando-se 7,5 uL de DTT 50 mM, seguido de nova
incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz. A partir desta
etapa, a amostra foi dividida igualmente em dois tubos: um tubo foi submetido a
desglicosilacdo enzimatica pela glicoamidase PNGase F (0,5 U/ug de glicoproteina,
Sigma-Aldrich) e incubada por 2 h a 37°C, enquanto a amostra contida no segundo tubo
nao foi submetida a desglicosilacdo (controle experimental). Apés este periodo, o0s tubos
foram resfriados a temperatura ambiente e aos dois tubos adicionamos tripsina
(Sequencing-grade modified porcine trypsin, Promega) na propor¢cao enzima:substrato
de 1:50 (m/m), incubando-se por 20 h a 37°C. Em seguida, as amostras foram digeridas

com endopeptidase Lys-C (Wako) nas mesmas condi¢cdes. A digestao proteolitica foi
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interrompida pela adi¢cdo de 7,5 pL de uma solucdo de &cido trifluoroacético 10% (v/v,
gsp 1% - a adicdo de TFA também promove a hidrolise do surfactante). As amostras
foram agitadas rapidamente no voértex e centrifugadas a 14.000xg por 10 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante de cada amostra foi entdo transferido para um
novo tubo. Os peptideos resultantes foram concentrados e dessalinizados em
microcolunas de fase reversa POROS R2 (Applied Biosystems). O eluido da coluna [em
70% (v/v) de acetonitrila e 0,1% (v/v) de TFA] foi seco completamente em centrifuga a
vacuo (Speed Vac, Savant) e ressuspenso em uma solucao de &cido formico 1% (v/v)
para uma concentracdo estimada de peptideos de 0,5 mg/mL (A280, considerando 1 AU
=1 mg/mL), seguido de agitacdo vigorosa em vortex e sonicacao por 10 min. A andlise
por LC-MS/MS foi feita no espectrémetro de massas Q-Exactive Plus (Thermo Scientific).
A nanocromatografia em fase reversa foi feita em coluna capilar de 30 cm de
comprimento (75 pum de diametro interno) empacotada com resina Magic C18 (3 um /
200 A — Michrom Bioresources) utilizando o cromatdgrafo Ultimate 3000 (Dionex). A
separacao cromatografica foi conduzida a 200 nL/min, utilizando sistema de solventes
composto de acido formico a 0,1% (v/v) em agua Milli-Q (fase médvel A) e acido férmico
a 0,1% (v/v) em acetonitrila (fase mdével B) em um gradiente linear de 0-60% B em 162
min. Os espectros MS1 e MS2 foram adquiridos no analisador Orbitrap, aceitando-se
ions precursores de todas as cargas ou ions precursores com z = 2. Até 12 ions mais
intensos por espectro MS1 foram submetidos a fragmentacéo por HCD (higher-energy
collision dissociation). Nas analises onde todos os estados de carga dos ions
precursores foram aceitos, configuramos uma fragmentacao por HCD com uma energia
de fragmentacédo (SNCE) de 25-35-45%, enquanto que nas analises onde apenas ions
precursores com z = 2 foram selecionados, utilizamos uma NCE de 30%. A analise dos
dados obtidos foi feita com o auxilio dos softwares PEAKS Studio versdo 8,5
(Bioinformatics Solutions Inc.) e PepExplorer (Leprevost et al., 2014), este Ultimo um
algoritmo integrante do software PatternLab for Proteomics, v.4.1 (disponivel em
http://patternlabforproteomics.org/). O sequenciamento de novo dos peptideos foi
realizado pelo PEAKS; admitimos um erro maximo dos ions-precursores de 10 ppm e
0,02 Da para os ions-fragmento; consideramos a carbamidometilacao de cisteina como
uma modificacdo fixa e até 3 modificacbes por peptideo sequenciado. Apls o
sequenciamento de novo, os peptideos sequenciados que apresentaram uma confianga

= 90% (ALC, average local confidence) foram exportados em uma tabela, que foi
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incorporada ao algoritmo PepExplorer para alinhamento dos peptideos sequenciados
com um banco de dados contendo a sequéncia de BJ46a e de outros inibidores membros
da superfamilia das cistatinas, além de conter entradas para small serum proteins (SSP)
e sequéncias correspondentes a contaminantes comuns em analises por LC-MS/MS
(cCRAP:  common  repository of adventitious proteins, disponivel em
https://www.thegpm.org/crap/). Aceitamos uma identidade minima de 60% para o
alinhamento e um tamanho minimo do peptideo de 6 residuos, além de néao

distinguirmos os residuos I/L para o célculo de identidade.

3.2.11 - Experimento de formacdo de complexos entre o inibidor BJ46a e a
metaloendopeptidase jararagina

A interacéo entre o inibidor BJ46a e jararagina foi analisada por cromatografia de
exclusdo molecular, de acordo a descricao prévia (Valente et al., 2001), com algumas
modificacdes. Diferentes propor¢cées molares de subunidade de BJ46a para jararagina
(0.5:1, 1:1, 2:1), em tampéo HEPES 64 mM + CaClz 10 mM + NaCl 150 mM pH 7,5 foram
incubadas a 25°C por 15 min, sob agitagdo constante a 500 rpm (Thermomixer C,
Eppendorf). Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 xg por 5 min
a temperatura ambiente e injetadas em uma coluna de exclusdo molecular Superdex
200 Increase 5/150 GL (5 x 150 mm, GE Healthcare) a 0,2 mL/min, em tampédo HEPES
64 mM + CaCl2 10 mM + NaCl 150 mM pH 7,5 em sistema cromatogréfico Ettan LC
(Amersham Biosciences), sendo a absorvancia monitorada a 220 e 280 nm. As &reas
dos picos resultantes de cada analise foram integradas utilizando-se o software

UNICORN (GE Healthcare). Todo o experimento foi realizado em duplicata.

3.2.12 - Ensaio de inibicdo da atividade proteolitica de jararagina por BJ46a

O ensaio de hidrélise de azocaseina por jararagina seguiu o descrito em (Cominetti,
2007). Todos os ensaios foram realizados em duplicata e expressos como a média de
absorvancia de cada amostra, subtraidas da média de absorvancia registrada para a

amostra branco.

3.2.13 - Determinacdo experimental das pontes dissulfeto de BJ46a por
espectrometria de massas

A determinacéo das pontes dissulfeto de BJ46a seguiu o descrito por (Lu et al.,

2015), com algumas modificagbes. Cinquenta microgramas de amostra foram
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ressupensos em 25 pL de uma solugéo de Ureia 8 M + 2 mM de N-etilmaleimida em
100mM de Tris-HCI, pH 6,5 e incubados por 2 h a 37°C para desnhaturacao proteica e
bloqueio de eventuais cisteinas livres. ApOs este periodo, a amostra foi resfriada a
temperatura ambiente e adicionaram-se 175 pL de Tris-HCI 100 mM pH 6,5 para diluir a
concentracdo de ureia para 1 M. A amostra entdo foi subdividida igualmente em um
outro tubo e prosseguiu-se com as digestdes enzimaticas. Um tubo foi digerido com
tripsina + endopeptidase Lys-C (Wako) na proporcao enzima:substrato de 1:50 (m/m)
por 20 h a 37°C. O segundo tubo foi digerido com endopeptidase Asp-N (Roche), na
mesma propor¢cdo enzima:substrato e tempo de incubagdo. Posteriormente,
adicionamos 500 U de PNGase F (New England Biolabs) para desglicosilar os peptideos
gerados por 2 h a 37°C. ApOs a desglicosilacao, a reacao foi encerrada pela adicéo de
13 pL de uma solucao de acido trifluoroacético a 10% (v/v) para uma concentracéo final
de 1% (v/v). Os peptideos foram entdo dessalinizados e concentrados, utilizando-se
microcolunas de fase reversa POROS R2. O eluido da coluna (em 70% ACN / 0,1%
TFA) foi seco completamente no Speed Vac e ressuspenso em acido formico 1% (v/v)
para uma concentracdo de amostra aproximada de 0,5ug/uL. A amostra foi estocada a
-20°C até o momento da andlise por espectrometria de massas. O método de andlise
das amostras seguiu o descrito para amostras estabilizadas com BS? (subitem 3.2.15
deste capitulo), com excecao da primeira massa fixa em m/z 200.

A andlise dos dados foi conduzida utilizando-se o programa Spectrum
Identification Machine for Crosslinked Peptides (SIM-XL, disponivel em

http://patternlabforproteomics.org/sim-xl), verséo 1.5 (Lima et al., 2015). Aceitamos para

as buscas um erro maximo nos ions precursores e ions fragmento de 10 ppm e
assumimos a clivagem enzimética como totalmente especifica; também foi considerada
modificacdo variavel em asparagina (desamidagdo: Am = +0.98Da). ApoOs filtragem
inicial dos espectros pelo “score” primario do SIM-XL, prosseguimos com a analise

manual de todas as pontes dissulfeto encontradas.
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3.2.14 - Cross-linking entre residuos basicos (BS®) o inibidor BJ46a e da
metaloendopeptidase jararagina monitorado por espectrometria de massas (XL-
MS)

Inicialmente, amostras do inibidor BJ46a e da toxina jararagina foram
dessalinizadas usando colunas Zeba spin desalting (0,5 mL, 7K MWCO — Thermo
Scientific) em tampédo HEPES 64 mM + CaClz 10 mM + NaCl 150 mM pH 7,5. BJ46a
(20ug) foi incubada com a toxina jararagina em uma propor¢ao molar de 1:1 por 15 min
a 27°C, sob agitacdo moderada, a 500 rpm (Thermomixer C, Eppendorf). O complexo
foi entdo estabilizado pela adicdo do crosslinker BS® em um excesso em peso de 20
vezes em relacdo a quantidade de proteina, por 3 h a 27°C, sob agitacdo a 500 rpm. A
reacao foi interrompida pela adicdo de uma solucéo de bicarbonato de amdnio 500 mM,
para uma concentracéo final de 20 mM. O excesso de BS?® foi removido das amostras
por cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna Superdex 200 HR 10/30 (10 x
300mm, GE Healthcare) a um fluxo de 0,5 mL/min, em tamp&o HEPES 20 mM pH 7,5.
A absorvancia foi monitorada a 220 nm em sistema cromatografico Akta Purifier
(Amersham Biosciences). As fracdes relativas ao complexo estabilizado foram unidas
em um unico tubo e secas em uma centrifuga a vacuo (Speed Vac — Savant) e
ressuspensas em 60 pL de bicarbonato de aménio 0,4 M e ureia a 8 M e submetidas a
digestdo triptica, como descrito no item 3.2.10 deste capitulo. Apos a hidrélise, as
amostras foram concentradas e dessalinizadas por micro-colunas de fase reversa
POROS R2 (Applied Biosystems). Os peptideos eluidos foram secos em centrifuga a
Vacuo e ressuspensos em uma solugdo de acido férmico 1% (v/v) para uma
concentracdo aproximada de 0,5 pg/uL, medido por absorvancia a 280 nm, utilizando
um espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e estocados a -20°C para

posterior analise por espectrometria de massas.

3.2.15 — Cross-linking entre residuos acidos (XPlex) entre o inibidor BJ46a e a
metaloendopeptidase jararagina monitorado por espectrometria de massas (XL-
MS)

A reacéo de estabilizacdo do complexo BJ46a e jararagina pela abordagem XPlex
seguiu a literatura (Fioramonte et al., 2018), com algumas modificagdes. Inicialmente,
submetemos as amostras de BJ46a e jararagina a dessalinizagcdo em tampao MOPS

100mM pH 6,5, utilizando colunas Zeba spin desalting 7K (0,5 mL — 7K MWCO - Thermo
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Scientific), de acordo com as instrucdes do fabricante. BJ46a (40 pg) foi incubada com
jararagina na propor¢ao molar de 1:1 por 15 min a 30°C sob agitacdo moderada, a 500
rom (Thermomixer C, Eppendorf). Em seguida, o complexo foi estabilizado
covalentemente pela adicdo de N-hidroxibenzotriazol (HOBt — ativador de &cidos
carboxilicos) em excesso molar de 500 vezes em relacdo a proteina; adicionaram-se
1,6-diaminohexano (linker) em excesso molar de 1000 vezes e cloridrato de 1-etil-3-
(diaminopropil)carbodiimida (EDC — ativador de acidos carboxilicos) em excesso molar
de 2000 vezes. A reacao de estabilizacao transcorreu por 2 h a 30°C, sob agitacao
moderada a 500 rpm (Thermomixer C, Eppendorf). Antes do encerramento da reagéo,
uma aliquota de cada amostra foi removida para analise por eletroforese em condicdes
nativas e eletroforese em condi¢cbes desnaturantes e redutoras. Em seguida, a reacéo
foi interrompida por precipitacédo utilizando uma mistura de etanol/acetona (4 volumes de
etanol + 4 volumes de acetona por volume de amostra) e incubada overnight a -20°C.
Apos centrifugacdo a 16.000 xg, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 20 pL de bicarbonato de aménio 0,4 M e ureia a 8 M e prosseguiu-se a
reducdo das pontes dissulfeto e a alquilacédo de cisteinas, seguido de digestéao triptica,
como descrito no item 3.2.10 deste capitulo. Apés a digestao triptica, os peptideos foram
concentrados e dessalinizados utilizando micro-colunas de fase reversa POROS R2
(Applied Biosystems). O eluido da coluna foi seco e ressuspenso em solucao de acido
férmico 1% para uma concentracdo aproximada de 0,5 pug/uL (A280) e as amostras

foram entdo estocadas a -20°C para analise por espectrometria de massas.

3.2.16 — Andlise por espectrometria de massas de amostras de cross-linking

As amostras de cross-linking previamente  dessalinizadas  foram
submetidas a nanocromatografia em fase reversa em coluna capilar de 30 cm de
comprimento (75um de diametro interno) empacotada com resina Magic C18 (3 um /200
A — Michrom Bioresources) utilizando o cromatdgrafo Ultimate 3000 (Dionex). A
separacdo cromatogréafica foi conduzida a 200 nL/min, utilizando sistema de solventes
composto de acido formico a 0,1% (v/v) em agua Milli-Q (fase moével A) e acido formico
a 0,1% (v/v) em acetonitrila (fase movel B) em um gradiente linear de 0 — 50% B em 162
min, seguido de gradiente até 80% de solvente B em 4 min e eluicdo isocratica nesta
condicao por 2 minutos adicionais. Os peptideos eluidos foram introduzidos diretamente

no espectrdmetro de massas Q-Exactive Plus (Thermo Scientific) utilizando uma fonte
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nanoelectrospray. A aquisicdo de dados foi conduzida no modo positivo, em modo de
analise dependente de dados (DDA) em condi¢cdes otimizadas por nosso laboratério
para amostras de cross-linking. Os espectros MS1 foram adquiridos no analisador
Orbitrap em modo profile, com resolu¢do de 70.000 (FWHM, m/z 200) na faixa de m/z
de 200 — 1800. Automatic gain control (AGC) foi configurado para 1 x 10° e o tempo
maximo de injecéo (IT) para 100 ms. Os ions-precursores mais intensos (até seis ions
por espectro MS1, com z = 3) foram submetidos a fragmentacéo por HCD (Higher-energy
collision dissociation) com uma energia de colisdo (stepped normalized collision energy,
sNCE) de 30-40% para amostras estabilizadas com BS® e 30-40% / 28-33% para
amostras estabilizadas com a abordagem XPlex. Os espectros MS2 foram adquiridos no
modo centroide, em uma resolucéo de 35.000 FWHM, AGC 5 x 10°, IT < 100 ms. Ao
analisarmos amostras estabilizadas com BS?3, fixamos a primeira massa do espectro em
m/z 200 para analisarmos ions-reporteres comumente detectados quando se utiliza este
cross-linker (Santos et al., 2011).

3.2.17 - Analise bioinformatica de dados de XL-MS

A andlise dos dados de XL-MS foi conduzida através do software SIM-XL, versdes 1.4 e
1.5. Assumimos, para todas as buscas, um erro de massa dos ions precursores e dos
ions-fragmento de 10 ppm e um méaximo de 3 clivagens perdidas para a enzima tripsina.
Além disso, consideramos a carbamidometilacédo de cisteina como uma modificacao fixa.
Apbs a busca dos espectros, realizamos uma filtragem inicial com relacdo ao score e a
guantidade minima de picos assinalados por cadeia. Apenas peptideos que
apresentassem um score primario minimo de 2,0 e um minimo de 3 picos assinalados
por cadeia foram analisados manualmente. Na analise manual, verificamos a qualidade
da cobertura de sequéncia das cadeias a e B, a relagéo sinal/ruido e, principalmente, se
a posicado do linker no espectro era inequivoca — isto €, se a cobertura dos ions-
fragmento no espectro de massas permitia uma Unica interpretacdo. Apenas espectros
considerados confidveis segundo os critérios apresentados acima foram utilizados nas

etapas seguintes de modelagem de BJ46a e jararagina.
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3.2.18 - Troca isotopica hidrogénio-deutério monitorada por espectrometria de
massas (HDX-MS)

3.2.18.1 — Descricao do esquema experimental para HDX-MS

Para esta tese, foi construido, no Laboratério de Toxinologia, um sistema
experimental exclusivo para as analises de HDX-MS. Este sistema foi baseado na
infraestrutura experimental de HDX-MS do Protein Research Group, Universidade do Sul
da Dinamarca (Trelle et al., 2012). A montagem do sistema foi feita com a colaboragéo
da empresa Nova Analitica e do Dr. André Ferreira, tecnologista do laborat6rio, com

base no esquema ilustrado na Figura 11.
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Figura 11: Desenho esquematico do sistema experimental para HDX-MS. Adaptado a partir de Mysling (2013)?

2 Mysling, Simon (2013). — Arquivo pessoal.
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3.2.18.2 — Curva experimental de incorporacéo de deutério

Para as curvas de incorporacdo de deutério, a amostra de jararagina foi
concentrada e dessalinizada em tamp&o HEPES 64 mM + CaCl2 10 mM pH 7,5 em
sistemas de ultrafiltracdo Amicon Ultra 0,5 (cutoff 10 kDa, Millipore) para uma
concentracdo de proteina equivalente a 80 uM (4 mg/mL). Para BJ46a, aliquotas
liofilizadas do inibidor (que ja continham HEPES) foram ressuspensas em tampao
HEPES 5 mM + CaClz 10 mM pH 7.5, unidas em um Unico tubo e a concentragédo de
proteina foi ajustada para o equivalente a 80 uM (3,66mg/mL, concentracdo de HEPES
=~ 88 mM). As solucBes-estoque de jararagina e BJ46a foram aliquotadas e mantidas a
-80°C.

As curvas de incorporacdo de deutério foram feitas em triplicata técnica. No inicio
do experimento, procedemos com a formacao de complexo entre BJ46a e jararagina na
proporcdo molar de 1:1 por 15 min a 25°C sob agitacdo constante a 500 rpm
(Thermomixer C, Eppendorf). A molaridade final do complexo foi de 40 uM. Uma aliquota
dessa amostra foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superdex 200 Increase 5/150 (conforme descrito no item 3.2.12) para verificamos a
saturacdo do complexo, isto €, se ndo havia jararagina ou BJ46a em suas formas livres.
Para os controles (BJ46a livre e jararagina livre), preparamos uma solucédo a 40 uM a
partir das solucdes-estoque de cada proteina e incubamos nas mesmas condicdes.

Para o ponto zero da curva de incorporacdo de deutério, retiramos uma aliquota
equivalente a 50 pmol de proteina da solucdo a 40 uM e adicionamos a aliquota a um
tubo contendo 19 pL de uma solucdo de ureia 8M, TCEP 1M, pH 2,4, previamente
resfriado a 0°C e a amostra foi congelada imediatamente em N2 liquido.

A reacgao de troca hidrogénio — deutério foi iniciada por meio da diluigdo das
amostras em tampao preparado com agua deuterada (HEPES 64 mM + CaClz2 10 mM,
pD 7,5), de modo que a concentragao final de D20 fosse de 80% (v/v) e a reacao foi
mantida a 25°C, sob agitacdo, a 500 rpm (concentragdo final de proteina de 8 uM,
concentragdo de HEPES = 68mM). Aliquotas equivalentes a 50 pmol de proteina (6,3
pL) foram retiradas nos tempos de exposicao de 10s, 100s 1000s e 10.000s. Ao término
de cada ponto experimental, a taxa de incorporacdo de deutério foi desacelerada
rapidamente (quench), adicionando-se a amostra a um tubo contendo 19uL de uma

solucéo de ureia 8M, TCEP 1 M, pH 2,4 previamente resfriado a 0°C. Em seguida, a
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amostra foi imediatamente congelada em N: liquido. Todas as amostras foram
estocadas a -80°C por 24h.

No momento da analise por espectrometria de massas, a amostra correspondente
a cada ponto experimental da curva foi rapidamente descongelada, centrifugando-se o
tubo por 1 min a 6000 rpm em temperatura ambiente em uma pequena centrifuga de
bancada (Gilson GMCLab) e colocada rapidamente no gelo por 6 min para completar a
desnaturacao e a reducao das pontes dissulfeto. Apos este periodo, a amostra foi diluida
1:1 com uma solucéo de acido férmico 0,23% (v/v) pH 2,4 e imediatamente injetada no
sistema de HDX-MS.

ApoOs a injecdo, a amostra foi digerida em uma coluna cromatografica contendo
pepsina imobilizada em matriz de agarose (2 mm x 2 cm, Thermo Scientific) a um fluxo
de 100 pL/min. Os peptideos gerados foram acumulados e dessalinizados em uma
coluna de guarda C18 (Zorbax Guard Column 300 SB C18, 1x17 mm, 5 um, Agilent
Technologies). Posteriormente, os peptideos retidos na coluna de guarda foram
submetidos a cromatografia de fase reversa em coluna C18 (Zorbax 300 SB C18, 1x50
mm, 3,5 um, Agilent Technologies). A separacdo cromatografica foi conduzida a 40
pL/min, utilizando um sistema de fases méveis composto de &cido férmico 0,23% (v/v)
em agua Milli-Q, pH 2,4 (fase movel A) e acido férmico 0,23% em acetonitrila (fase movel
B), com o seguinte gradiente de separacao: 31%B em 5 min, 50%B em 8,5 min, 95%B
em 10,5 min, 5%B em 12,5 min, 70%B em 16,5 min, 5%B em 17,5 min, 50%B em 19,5
min, 5%B em 21,5 min. Os peptideos eluidos foram introduzidos no espectrébmetro de
massas LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific), utilizando uma fonte de ionizagcao
microelectrospray (LUESI). A voltagem e a temperatura do capilar de entrada foram
configuradas para 3,5 kV e 100°C, respectivamente, e a intensidade do gas de bainha
(sheath gas, N2), para 10 unidades arbitrarias. Os espectros MS1 foram adquiridos no
analisador Orbitrap no modo profile com resoluc¢do de 60.000 FWHM, na faixa de m/z de
300 a 1500.

3.2.19 - Anélise bioinformatica dos dados de HDX-MS

3.2.19.1 — Construcgédo das listas de peptideos de BJ46a e jararagina

Para a analise dos dados de HDX-MS, uma lista de peptideos identificados de

BJ46a e jararagina foi construida a partir de analises de amostras sem deuteracdo em
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LC-MS/MS utilizando o espectrometro LTQ Orbitrap XL, em condi¢cdes de HDX-MS.
Exploramos diferentes faixas de massas nos espectros MS1 para obtermos o mapa
peptidico de BJ46a e jararagina. As faixas de massas foram as seguintes: m/z 300 —
2000, m/z 300 -1500, m/z 300 — 550, m/z 500 — 750, m/z 700 — 950, m/z 900 — 1150, m/z
1100 - 1350, m/z 1300 — 1550. Para a identificacdo dos peptideos, utilizamos o software
PEAKS Studio versdo 8.5 (Bioinformatics Solutions Inc.). Para todas as analises,
estabelecemos um erro maximo de 15 ppm para os ions precursores e 0,6 Da para 0s
jons-fragmento; admitimos modificagcbes pds-traducionais em &cido glutamico
(piroglutamato: -17,03 Da) e um maximo de trés modificacdes por peptideo sequenciado.
O banco de dados utilizado para as buscas com a ferramenta PEAKS DB foi construido
com as sequéncias de BJ46a (Qi|48428681), jararagina (Qi|6248), botropasina
(0i|82190823), pepsina (gi|118572685) e sequéncias correspondentes a contaminantes
comuns em andlises por LC-MS/MS (cRAP: common repository of adventitious proteins,
disponivel em https://www.thegpm.org/crap/). Todos os peptideos identificados de
BJ46a e jararagina foram consolidados em uma Unica tabela contendo a sequéncia, o
tempo de retencdo cromatografica do peptideo, sua relacdo massa/carga, o estado de
carga e sua massa experimental, para a analise no programa dedicado a analise de
dados de HDX-MS, HDExaminer, como descrito no préximo item.

3.2.19.2 — Andlise dos dados de HDX-MS

A andlise dos dados de HDX-MS foi conduzida utilizando o software HDExaminer
(Sierra Analytics), versfes 2.3.0 / 2.4.0. Para iniciarmos as analises, o arquivo contendo
a sequéncia “madura” do inibidor BJ46a ou da toxina jararagina (em formato .fasta) foi
carregado para o programa. Admitimos para a sequéncia de jararagina modificacées nos
residuos E2 e E3 (piroglutamato, Am = -17,03Da). Em seguida, carregamos uma lista
experimental de peptideos detectados para cada proteina, construida segundo o
descrito no subitem 3.2.19.1 deste capitulo. A partir das listas, o programa derivou um
conjunto de peptideos, eliminando eventuais repeticdes de um mesmo peptideo da lista.

Os arquivos brutos (raw files) correspondentes a cada ponto experimental da
curva de incorporacdo de deutério foram incorporados ao programa. A busca dos
envelopes isotopicos de cada peptideo no software HDExaminer é feita a partir da

sobreposicdo de envelopes isotdpicos tedricos (calculados pelo algoritmo para cada
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peptideo da lista) com o0s envelopes experimentais encontrados; para esta etapa da
analise, consideramos uma margem de erro maxima (m/z shift) de 20 ppm.

Os peptideos identificados foram analisados manualmente quanto a qualidade da
sobreposicdo do envelope isotdpico tedrico com o envelope experimental, relacdo
sinal/ruido e & presenca de envelopes isotdpicos vizinhos que eventualmente pudessem
comprometer a deteccdo do envelope de interesse. Peptideos que ndo apresentaram
os critérios de qualidade descritos foram assinalados como de baixa confianca, e,
portanto, excluidos dos célculos de deuteracao.

O célculo de incorporacdo de deutério para cada peptideo foi baseado na
diferenca entre a centroide derivada dos envelopes isotopicos das amostras-controle
(sem deuteracédo) e as centroides dos envelopes relativos a cada ponto experimental de
exposicdo a D20. Nesta etapa, consideramos apenas o melhor estado de carga (z) de
cada peptideo (definido pelos scores resultantes das sobreposicfes dos envelopes
tedricos e experimentais) e assumimos uma deuteracdo tedrica maxima de 80%,
excetuando-se os dois primeiros residuos N-terminais, uma vez que estes apresentam
uma taxa de back-exchange elevada e a marcacao é frequentemente perdida durante a
manipulacdo da amostra (Kan et al., 2013). Foram retirados residuos de prolina dos
calculos, uma vez que estes ndo apresentam hidrogénios passiveis de troca por
deutério.

Apoés o calculo das curvas de incorporacao, o programa realizou um teste t de
Student para avaliacdo de eventuais modificacdes no perfil de incorporacao de deutério
nas amostras de BJ46a e jararagina em seus estados livres ou em complexo. As
mudancas estatisticamente significativas (p-valor < 0,05) foram ressaltadas nas curvas
de incorporacdo de cada peptideo com um asterisco. Com a andlise estatistica
concluida, geramos um mapa residual para BJ46a e jararagina, indicando as diferencas
em incorporacao nos dois estados ao longo de toda a sequéncia.

A patrtir de todos estes dados, geramos um heatmap para BJ46a e jararagina livre
nos diferentes tempos de exposicdo a D20 e realizamos uma andlise subtrativa para
delinear as regides diferenciais dos perfis de incorporacdo isotopica de BJ46a e

jararagina.
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3.2.20 - Analises computacionais

Todas as etapas de modelagem molecular (jararagina e BJ46a) bem como as
simulacfes de docking proteina-proteina foram feitas em estreita colabora¢cdo com o Dr.
Francisco Gomes-Neto, pesquisador do Laboratoério de Toxinologia, IOC / FIOCRUZ. As
analises descritas abaixo foram executadas em ambiente Linux CentOS, em terminal
bash.

3.2.20.1 — Modelagem molecular da metaloendopeptidase jararagina e do inibidor BJ46a

A sequéncia correspondente a jararagina em sua forma madura (residuos 151-
571) foi obtida no banco de dados UNIPROTKB (www.uniprot.org/uniprot), sob o nimero
de acesso P30431 (VM3JA_BOTJA). A sequéncia correspondente ao inibidor BJ46a
também foi obtida do mesmo banco de dados, sob o niumero de acesso Q9DGIO
(FTE46_BOTJA). A regido referente ao peptideo sinal (residuos 1-19) foi retirada para
compor a sequéncia de aminoacidos da proteina madura. A modelagem foi realizada
automaticamente, utilizando a suite de aplicativos I-TASSER (Roy et al., 2010),

disponivel em http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER.

3.2.20.2 — Converséo dos cross-links em restricbes de distancia

Os cross-links identificados experimentalmente foram convertidos em restricdes
de distancia, com base nos residuos de aminoacidos envolvidos e no agente de ligacédo
cruzada (ALC) utilizado. Na Tabela 4, apresentamos duas faixas de valores: na primeira
coluna, a distancia total entre os atomos de carbono B dos aminoacidos envolvidos,
considerando cadeias laterais e espacadora completamente estendidas; na segunda, a
distancia euclidiana na qual a probabilidade de encontrarmos a distancia topolégica

entre os dois residuos de aminoacidos é maxima (Ferrari et al., 2018).


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
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Tabela 4: Distancias euclidianas consideradas para validagdo de cross-links

Dist.
Cross-link Estendida Lmax %\)’99) *
(A) (A)
BS3
K-K 21,8 17,8
K-S 18,0 15,8
S-S 14,1 13.4
1,6-hexanodiamina (XPlex)
D-D 14,1 13,5
D-E 15,4 14,3
E-E 16,7 15,1
Zero-length (XPlex)
K-E - 10,5
=D - 9,7
SE - 7,7
=0 - 7.0

CB-CB

* - derivada estatisticamente (Ferrari et al. 2018).

3.2.20.3 — Andlise de distancias euclidianas e topoldgicas

As distancias euclidianas e topolégicas (distancia acessivel ao solvente) foram
calculadas pelo software Topolink (Martinez et al., 2017). A partir da descricdo do
experimento realizado, e tendo como base os cross-links que podem ser formados e
suas respectivas faixas de distancias e resultados experimentais encontrados, 0
programa analisa a concordancia do modelo com relagdo ao dado experimental. O
algoritmo primeiramente avalia se o par de residuos e os atomos envolvidos estédo
expostos na superficie da proteina. A seguir, avalia se a distancia euclidiana entre os
residuos / atomos relacionados esta dentro dos limites inferior e superior permitidos, e
reporta o resultado (tabela 5) encontrado. Utilizamos o algoritmo considerando somente
os links observados experimentalmente, com as estratégias de cross-links configuradas
de forma padréao e faixas de distancia configuradas de acordo com a Tabela 4 (distancias

para as formas estendidas).
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Tabela 5: Cédigos de resultado do software Topolink, utilizando o algoritmo considerando apenas os links

observados experimentalmente.

CcODIGO DESCRICAO
OK:FOUND Uma distancia topolégica foi encontrada e é consistente com todas
as observacoes.
BAD:LONG Uma distancia topologica foi encontrada e o link foi observado.
Entretanto, a distdncia € maior do que o limite aceitavel.
BAD:EUCL O link foi observado, mas a distancia euclidiana no modelo é maior
do que o limite aceitavel.
BAD: O link foi observado, a distancia euclidiana esta dentro dos limites,
NOTFOUND mas uma distancia topoldgica valida nao foi encontrada.

3.2.20.4 - Simulagdes de docking molecular

Os modelos obtidos na etapa de modelagem molecular foram utilizados nas

simulacdes de docking molecular. A construcdo dos modelos, a simulacdo de docking

molecular e a analise dos resultados foram realizadas utilizando a suite de aplicativos

de modelagem molecular Rosetta, versédo 2017.08.59291 (Gray et al., 2003; Wang et al.,

2005). Os modelos foram submetidos a uma etapa de relaxamento, aplicando-se

restricbes de posicao para atomos pesados do backbone (N, Ca, C, O), visando corrigir

contatos desfavoraveis entre atomos, problemas geométricos e principalmente energias

dos angulos de tor¢do das cadeias laterais na superficie das proteinas. Utilizamos o

protocolo de docking molecular local adaptado de Ruedi Aebersold e colaboradores

(Kahraman et al., 2013), com parametros resumidos na tabela abaixo:
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Tabela 6: ParAmetros utilizados nas simulagdes de docking molecular

PARAMETRO DESCRICAO
-IN:FILE:S COORDENADAS.PDB Arquivo de coordenadas dos dominios
-NSTRUCT 100000 Numero de modelos / docking
-PARTNERS A_B Move D em relacdo a E
-DOCK_PERT 38 Perturbacao translacao e rotacao
-EX1 Adicao de rotameros de cadeia lateral
-EX2ARO Adicao de rotameros de cadeia lateral
-CONSTRAINTS:CST_FILE Arquivo com restricdes de distancias (XL-MS)

CONSTRAINTS.CST

-NO_FILTERS Filtros do score docking desligado (energia
total negativa, energia de interagéo negativa e
energia de restricdes < 1).

-OUT:FILE:FULLATOM Modelo gerado em modo contendo todos os
atomos.
-OUT:SUFFIX A Sufixo adicionado ao nome dos modelos
B gerados.
-OUT:PATH:ALL./POSES_A/ Sub-diretério de armazenamento.

O potencial restritivo utilizado foi o BOUNDED, com limite inferior configurado
para zero e o limite superior configurado para os valores da coluna Luwax da Tabela 4, de
acordo com as cadeias laterais envolvidas e com a estratégia de cross-link utilizada.
Foram produzidos entre 100.000 e 200.000 modelos para cada simulacdo. A variacao
foi permitida para acumular pelo menos 100 modelos com o menor niumero de violagdes

dos dados de cross-linking.
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3.2.20.5 — Selecao dos modelos gerados

Os modelos gerados foram analisados pelo software Topolink e classificados de
acordo com o numero total de viola¢des das restricbes experimentais de XL-MS. O grupo
de modelos contendo o menor niimero de violagdes é entdo classificado de acordo com
0os conjuntos de restricbes experimentais que foram validadas/violadas
simultaneamente. Na sequéncia, 0os subgrupos criados tiveram seus componentes
ordenados de acordo com a energia de potencial de restricdo, energia de interacao da
superficie de docking e energia total expressos em unidade de energia Rosetta (REU).
Os grupos foram entédo analisados quanto ao RMSD relativo & média das coordenadas
e quanto ao RMSD relativo ao modelo de menor energia. Os grupos contendo modelos
de menor energia e com maior convergéncia entre si (medida pelo RMSD) foram
selecionados para inspec¢ao visual. O modelo representante do grupo foi novamente
analisado pelo Topolink, ativando a opc¢éo para gerar coordenadas representativas da

distancia topoldgica para os cross-links validados.

3.2.20.6 — Visualizacdo de modelos e imagens

Os modelos obtidos foram visualizados utilizando o software VMD (Visual
Molecular Dynamics). Todas as imagens foram geradas utilizando o médulo render em

modo tachyon com resolucdo de 4000 x 4000 pixels em uma area de 16 x 16 cm.
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3 —RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO INIBIDOR DE
METALOENDOPEPTIDASES BJ46a

4.1.1 — Purificagéo do inibidor BJ46a do plasma da serpente Bothrops jararaca

A metodologia de purificacdo do inibidor de metaloendopeptidases BJ46a
originalmente publicada envolve uma série de etapas purificativas: precipitacéo
fracionada com sulfato de aménio, cromatografia de interacdo hidrofébica em coluna
Phenyl Sepharose CL-4B e duas cromatografias sequenciais de fase reversa em coluna
C4, com um rendimento purificativo final, em termos de quantidade de proteina, de
0,55% (Valente et al., 2001). Em trabalho anterior, otimizamos o gradiente de separagao
da cromatografia de fase reversa, o que permitiu dispensar o passo de recromatografia,
mas sem alteragéo no rendimento purificativo (Bastos, 2014).

Assim, partimos para a otimizacdo da primeira parte do processo purificativo,
substituindo a precipitacdo fracionada por sulfato de aménio e a cromatografia de
interacao hidrofobica pela cromatografia de afinidade utilizando anticorpos policlonais
anti-BJ46a, produzidos a partir da imunizagédo de coelhos com uma solugédo contendo
BJ46a nativa e homogénea. A ligacdo covalente de anticorpos em uma matriz
cromatografica especifica para este fim € um método versatil e especifico de isolar
moléculas-alvo oriundas de misturas complexas (Nisnevitch e Firer, 2001), como € o
caso do plasma de B.jararaca.

Inicialmente, avaliamos a reatividade do soro de coelhos contendo os anticorpos
policlonais anti-BJ46a frente as proteinas do plasma de B.jararaca, como demonstrado
na Figura 12. Utilizamos o soro bruto contendo as IgG anti-BJ46a como anticorpo
primario e, nas duas diluicbes testadas (1:500 e 1:1000), os anticorpos mostraram-se
reativos a proteina BJ46a (raia BJ46a), isolada de acordo com o método descrito em
(Bastos, 2014). Com relagéo a raia que continha plasma bruto de B. jararaca (raia PBj),
ocorreu reconhecimento em uma banda de migracédo compativel com o inibidor BJ46a.

N&o ocorreu revelacdo de outras bandas que correspondessem as demais proteinas
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plasmaticas, o que possibilita a aplicacdo destes anticorpos para a cromatografia de
imunoafinidade.

Para a purificacdo do pool de imunoglobulinas G a partir do soro anti-BJ46a,
utilizamos uma coluna cromatogréfica acoplada covalentemente com proteina A isolada
de Staphylococcus aureus, que apresenta afinidade para a por¢ao Fc de IgG oriundas
de coelhos e de outras fontes (Hjelm et al., 1972). Em seguida, procedemos ao
acoplamento covalente destes anticorpos em uma coluna HiTrap NHS HP, segundo as
instrucbes do fabricante (GE Healthcare). A coluna é composta de uma matriz
cromatografica inerte de agarose (Sepharose) substituida com grupamentos funcionais
N-hidroxisuccinimida (NHS), que reagem com aminas primarias expostas do anticorpo,
bem como a extremidade N-terminal (Nisnevitch e Firer, 2001). A quantidade inicial de
anticorpo acoplada foi de 50 mg; obtivemos um rendimento final de acoplamento de 91%

(45,5 mg de 1gG efetivamente acoplados).

PCALLE Y ane? PO ne?
kDa

101,5
87.5

kDa
101,5
87.5 52.7

52.7
35.9

35.9 27.9

27.9
18.8
18.8

Dilui¢do 1:500 Diluigdo 1:1000

Figura 12: Immunoblotting do plasma de Bothrops jararaca e do inibidor BJ46a.

PBj = plasma bruto de B. jararaca (10 pg); BJ46a: BJ46a controle (1pg); MM: marcador pré-corado de massa
molecular. Membranas de nitrocelulose incubadas com soro anti-BJ46a como anticorpo primario, nas diluicdes de
1:500 e 1:1000 e IgG anti-coelho conjugada a peroxidase como anticorpo secundario (diluicdo de 1:5000). As
membranas foram reveladas por 3,3-diaminobenzidina (DAB).

Para a purificacdo de BJ46a a partir desta coluna preparada de imunoafinidade
(NHS-IgG), aplicamos 2 mg de plasma filtrado de Bothrops jararaca diluido em tampéao
Tris-HCI 20mM pH 7,5 por corrida. O perfil cromatografico esta representado no painel

A da Figura 13. Foram realizadas 47 corridas cromatograficas em condi¢des idénticas.
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Todas as fracfes proteicas que interagiram com as IgG ligadas a matriz cromatografica
(fracdes ligadas) foram unidas em 8 pools e analisadas por eletroforese em condicfes
desnaturantes e redutoras (painel B, Figura 13). Ao compararmos estes pools de
fracOes ligadas (amostras #1 - #8) com BJ46a homogénea controle (amostra BJ46a)
observamos um enriquecimento na faixa da massa molecular aparente de BJ46a (= 55
kDa), porém ainda com a presenca de contaminantes de alta (> 97 kDa) e baixa massas
moleculares (< 14,4 kDa), requerendo ao menos um passo cromatografico adicional para

a obtencéo de BJ46a em sua forma homogénea.
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Figura 13: Cromatografia de imunoafinidade do plasma de B. jararaca em coluna HiTrap NHS-IgG anti-BJ46a.
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Painel A: Cromatograma de imunoafinidade representativo do plasma de B.jararaca. Para cada corrida,
injetaram-se 2 mg de plasma bruto de B.jararaca. A cromatografia foi realizada em sistema cromatogréfico Akta
Purifier (Amersham Biosciences) e a absorvancia foi monitorada a 280nm.

Painel B: SDS-PAGE dos pools de fracdes ligadas oriundas da cromatografia de imunoafinidade do plasma de

B. jararaca. MM: marcador de massa molecular; #1- #8: pools de fragBes cromatogréaficas enriquecidas em BJ46a
(3 ug); BJ46a: BJ46a controle (2 ug). Gel revelado por impregnacao por prata.

Para a etapa final de purificacdo do inibidor, cada pool de fracéo ligada foi liofilizado e

submetido a cromatografia de fase reversa em coluna C4 semi-preparativa (10 x 250mm),
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gerando o perfil cromatografico representativo representado no painel A da Figura 14. Em
seguida, todas as fracOes coletadas foram secas em centrifuga a vacuo (speed-vac) e

analisadas por eletroforese em condicdes desnaturantes e redutoras (painel B, Figura 14).

mAU
A 1 Detector A 215nm|
1500- 7
f
1250-
¢
1
1000- !
750-
500+ 45: 8
1 \ I\
W
o+—— |\ ST S —_— =
) 10 20 30 40 50 ,
MM Mae 1 2 3 q 5 6 7 8
B kDa —
97
66 e -— e
45
N\,
3
{
30 | e
)
)
¥;
20,1
14,4 | | —
| — -——

Figura 14: Cromatografia em fase reversa em coluna C4 semi-preparativa (10 x 250 mm) dos pools de fragdes
ligadas oriundas da cromatografia de imunoafinidade.

Painel A: Cromatograma representativo da separacéo por fase reversa dos pools de fracdes ligadas. As fracdes
coletadas estdo numeradas acima de cada pico cromatografico. Para cada corrida, injetou-se o equivalente a 1 mg
de proteina.

Painel B: SDS-PAGE das fra¢fes coletadas da cromatografia de fase reversa. MM: marcador de massa molecular;
Mae: pool de fracdo ligada injetada na coluna de fase reversa (3 ug); 1-8: fracdes coletadas da cromatografia de
fase reversa. Corado por Coomassie R-250.

A separacao dos pools oriundos da cromatografia de imunoafinidade por cromatografia
de fase reversa resultou em dois picos majoritarios (fragdes 6 e 7) e 6 outros picos, minoritarios

em relacdo as fracbes 6 e 7. Ao analisarmos o contetudo destas fracBes por SDS-PAGE
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(Figura 14, painel B) verificamos a presenca de proteinas com migracéo eletroforética préxima
a migracdo do marcador de massa molecular de 14.4 kDa nas fracbes 1, 2 e 3, além da
presenca de uma banda majoritaria de massa molecular aparente compativel com o inibidor
BJ46a nas fragbes 5,6,7 e 8.

Em cada uma destas fragdes, a banda correspondente ao inibidor BJ46a apresentou
pequenas diferencas na migracao eletroforética. Na literatura, € descrito que BJ46a apresenta
pelo menos uma proteoforma, BJ46b, tida como menos abundante e com uma massa
molecular de 46,389 Da por MALDI-TOF (Valente et al., 2001). E possivel que as fracdes 5,6,7
e 8 contenham outras proteoformas de BJ46a, que podem apresentar diferencas em sua
estrutura primaria e/ou em suas porcdes glicidicas, visto que glicidios N-ligados podem
apresentar intensa micro- e macroheterogeneidade, e estas mudancas podem ser refletidas
em suas migracoes eletroforéticas (Marino et al., 2010).

Em 2007, Aoki e colaboradores purificaram do plasma da serpente Protobothrops
(Trimeresurus) flavoviridis proteinas de baixa massa molecular chamadas de small serum
proteins (SSP), com massas moleculares de 6,5 — 10 kDa (Aoki, Sakiyama, et al., 2007). A
presenca de proteinas de baixa massa molecular (< 14,4 kDa) nas fracdes 1, 2 e 3 levanta a
hipotese de que possam corresponder a proteinas homélogas a SSP no plasma de B. jararaca.
Em outro trabalho, demonstrou-se que o inibidor HSF, isolado da mesma serpente, pode atuar
como uma proteina carreadora de SSP, o que talvez possa explicar a presenca de uma banda
de baixa massa molecular na fragdo 5, mas outros experimentos precisam ser realizados para
confirmar estas hipéteses (Shioi et al., 2011).

Das fragbes que apresentavam enriquecimento na faixa de massa molecular de BJ46a,
as fracdes 6 e 7 mostraram-se mais abundantes e homogéneas. Realizamos uma analise
comparativa destas fragbes com uma aliquota de BJ46a purificada previamente, como
demonstra a Figura 15. Ao compararmos as migracoes eletroforéticas das fracbes 6 e 7 com
0 controle de BJ46a, verificamos que a fragdo 7 apresentava uma migragdo mais compativel
com o controle do inibidor em sua forma homogénea, além de ser a isoforma mais abundante

de acordo com o cromatograma de fase reversa (Figura 14, painel A).
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Figura 15: SDS-PAGE das fragdes 6 e 7 oriundas da cromatografia de fase reversa.

MM: marcador de massa molecular; 6: fracdo 6 da cromatografia de fase reversa (3 pg); 7: fragcéo 7 da cromatografia
de fase reversa (3 ug); BJ46a: BJ46a controle (3 pg). Corado por Coomassie R-250.

Por fim, uma aliquota da fracéo 7 foi submetida a recromatografia de fase reversa
nas mesmas condicbes experimentais para analise da homogeneidade (Figura 16).
Obtivemos um pico majoritario e gaussiano, indicando que ndo ocorreu contaminacgao
cruzada detectavel com as fracGes contiguas (fracdes 6 e 8).

Para a etapa final do processo purificativo, realizamos dessalinizacéo da fracéo 7
em uma coluna de exclusdo molecular HiTrap Desalting para remover o tampéao Tris,
utilizado para neutralizar o pH das fracfes coletadas da cromatografia de fase reversa,
para o tampao HEPES 10 mM pH 7,5 para ndo comprometer as analises subsequentes
de XL-MS. O rendimento purificativo final, em termos de quantidade de proteina, foi de
0,83%, como descrito na Tabela 7. Com a substituicAo dos passos de precipitacao
fracionada por sulfato de aménio e cromatografia de interagdo hidrofébica por uma
cromatografia de imunoafinidade, aumentamos o rendimento purificativo em cerca de
50%.
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Figura 16: Recromatografia em fase reversa de BJ46a purificada (fracdo 7) apés os passos cromatograficos

de imunoafinidade e fase reversa.

Injetaram-se 100 pg de amostra em uma coluna C4 semi-preparativa (10 x 250 mm); a absorvancia foi medida a

215nm.
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Tabela 7: Rendimento purificativo do novo método de purificagdo de BJ46a e comparagdo com o método

originalmente publicado.

Etapa purificativa

Plasma de B. jararaca filtrado

Cromatografia de imunoafinidade em coluna
HiTrap NHS-1gG anti-BJ46a — fragdo ligada

Cromatografia em fase reversa em coluna C4
(10 x 250 mm) — fracéo 7

Dessalinizacdo em coluna HiTrap Desalting

Quantidade de
proteina (mg)

94

9,3

1,43

0,78

4.1.2 — Sequenciamento de novo do inibidor BJ46a

Rendimento
(%)

100

9,89

1,52

0,83

Método original
(Valente et al. 2001)

0,55

Para verificar eventuais modificac6es na estrutura primaria de BJ46a purificada,

realizamos um experimento de sequenciamento de novo da amostra do inibidor em alta

resolucao, utilizando o espectrémetro de massas Q-Exactive Plus (item 3.2.10, capitulo

3). A partir dos dados de sequenciamento de novo dos espectros obtidos pelo software

PEAKS Studio, selecionamos os resultados de sequenciamento de alta confiabilidade

(maior ou igual a 90% de confianca) e alinhamos estes utilizando o programa

PepExplorer, pertencente a suite de aplicativos PatternLab for Proteomics (Leprevost et

al., 2014; Carvalho et al., 2016). A busca retornou 21 sequéncias alinhadas, em um total

de 21.823 spectral counts, como demonstra a Tabela 8.
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ela 8: Alinhamentos dos peptideos sequenciados de novo pela ferramenta PepExplorer.

Id: identificacdo da entrada no banco de dados UNIPROTKB/TrEMBL/SwissProt; Alinhamentos: nimeros de alinhamentos peptidicos detectados por uma dada sequéncia;
#Espectros: contagem espectral do alinhamento; Unicos: peptideos Unicos associados a entrada; Cobertura: cobertura de sequéncia; Descrigdo: descricdo da entrada no banco
de dados. As entradas identificadas foram organizadas na tabela por ordem decrescente do nimero de alinhamentos para cada sequéncia.

ID Alinhamentos  #Espectros Unicos  Cobertura Descricao
Q9DGI0.1 1323 7653 1144 0.93 RecName: Full=Antihemorrhagic factor BJ46a; [Bothrops jararaca]
Q5KQS2.1 477 2818 347 0.868 RecName: Full=Antihemorrhagic factor [Gloydius brevicaudus]
Q5KQSs4.1 341 2368 0 0.63 RecName: Full=Antihemorrhagic factor cMSF [Gloydius brevicaudus]
Q5KQS1.1 340 2366 0 0.62 RecName: Full=Antihemorrhagic factor jMSF [Gloydius blomhoffii]
P29695.2 244 1309 11 0.702 RecName: Full=Antihemorrhagic factor HSF [Protobothrops flavoviridis]
antihemorrhagic factor HSF=venom metalloproteinase inhibitor
AAB24832.1 241 1305 2 0.774 [Trimeresurus flavoviridis=Japanese Habu snakes, serum, Peptide, 323
aa)
Q5KQS3.1 226 2335 28 0.398 RecName: Full=Antihemorrhagic factor cHLP-A [Gloydius brevicaudus]
Q5KQS5.1 153 1006 40 0.543 RecName: Full=HSF-like protein; [Protobothrops flavoviridis]
tr|DON568|DIN568_GLOBB 34 121 30 0.523 Small serum protein-2 OS=Gloydius blomhoffii blomhoffii
tr|DON567|DON567_GLOBB 16 127 12 0.477 Small serum protein-1 OS=Gloydius blomhoffii blomhoffii
tr|DON569|DIN569 GLOBB 13 53 11 0.673 Small serum protein-3 OS=Gloydius blomhoffii blomhoffii
tr|DON570|DON570_GLOBB 13 46 7 0.654 Small serum protein-4 OS=Gloydius blomhoffii blomhoffii
Sp|A7VN13|MSMB1_PROFL 13 73 0 0.477 Small serum protein 1 OS=Protobothrops flavoviridis
tr|LONOZO|LONOZO_PROFL 12 71 0 0.393 Small serum protein-1 OS=Protobothrops flavoviridis
sp|A7VN14|MSMB2_PROFL 10 42 0 0.349 Small serum protein 2 OS=Protobothrops flavoviridis
tr|LON1W8|LON1W8_PROFL 10 42 0 0.349 Small serum protein-2 OS=Protobothrops flavoviridis
sp|A7VN16|MSMB4 PROFL 6 14 1 0.407 Small serum protein 4 OS=Protobothrops flavoviridis
sp|A7VN15|MSMB3 PROFL 6 21 5 0.329 Small serum protein 3 OS=Protobothrops flavoviridis
tr|DON571|D9N571_GLOBB 6 31 4 0.22 Small serum protein-5 OS=Gloydius blomhoffii blomhoffii
sp|POCB15|CRIS_PROFL 5 15 5 0.036 Serotriflin OS=Protobothrops flavoviridis
sp|A7VN17|MSMB5 PROFL 3 7 1 0.13 Small serum protein 5 OS=Protobothrops flavoviridis
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Para o inibidor BJ46a, obtivemos 1323 alinhamentos, resultando em uma
cobertura de 93% em relacéo a sequéncia precursora do inibidor (entrada Q9DGIO do
banco de dados UNIPROTKB). Além disso, detectamos também peptideos alinhados
com entradas referentes as proteinas HSF, HLP, cMSF, jJMSF e small serum proteins
(SSP). Realizamos a comparacédo entre as sequéncias de BJ46a e entre estas

proteinas por meio do algoritmo BLAST, como demonstrado na figura a seguir:

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

it Alignments

Max ' Total Query

[dent  Accession
score score cover  value

Description

¢

P29595 2 RecName: Full=Anfinemorrhagic factor HSF: AtName: Full=Habu serum factor; AltName: Full=-Metalloproteinase inhibitor: Flags: Precursor >BAB3! 605 605 100% 0.0  86% Query 242510
AAB24832 1 antihemorrhagic factor HSF=venom metalloproteinase inhibitor [Trimeresurus flavoviridis=Japanese Habu snakes, serum Peptide 323ag] 566 566 94% 0.0  85% Query 242511
Q5KQS1.1 Rechame: Full=Anthemorrhagic factor JMSF: AltName: Fuli=Japanese mamushi serum factor. Flags: Precursor BAD88539.1 antihemormhagica 546 546 100% 0.0  79% Query 242512
05KQ0S4 1 RecName: Full=Antihemorthagic factor cMSF AltName: Full=Chinese mamushi serum factor: Flags. Precursor »BADS8536.1 antihemorrhagicfac 542 542 100% 0.0  78% Query 242513
05K0S3.1 Rechame: Full=Anthemorrhagic factor cHLP-A: AltName: Full=Chinese mamushi HSF-fie protein A; Flags: Precursor >BAD88537 1 fetuin family 497 497 100% 0.0 72% Query 242514
(5K0S2.1 Rechame: Full=Anfihemorrhagic factor cHLP-B; AttName: Full=Chinese mamushi HSF-like protein B; Flags: Precursor »BAD88538 1 feuinfamiy 491 491 100% 1e-179 72% Query 242515
(5KQS5.1 Rechiame: Full=HSF-lie protein; Short=HLP: Fiags: Precursor >BAD38535.1 HSF-like protein precursor [Protobothrops flavoviridis) 478 478 100% 9e-175 70% Query 242516

SpIPOCB15ICRIS PROFL Serotrifin OS=Protobothrops flavoviriis PE=1 SV=1 173 1713 13% 67 22% Query 242522

Figura 17: Alinhamento da sequéncia de BJ46a com HSF, HLP, cMSF e jMSF realizadas pelo BLAST.

O resultado do alinhamento indica que BJ46a apresenta identidade sequencial
de 85% com HSF, outro inibidor de metaloendopeptidases de venenos de serpentes
da familia das cistatinas, como descrito anteriormente (capitulo 1, se¢édo 1.3.1) e
identidades de 79% e 78% com as proteinas JMSF e cMSF. A proteina JMSF
(japanese mamushi serum factor) foi isolada do plasma da serpente Gloydius
blomhoffi e cMSF, da serpente Gloydius blomhoffii brevicaudus. Ambas foram
classificadas como inibidores de metaloendopeptidases da familia das cistatinas,
inibindo diferentes metaloendopeptidases purificadas do veneno de Protobothrops
flavoviridis. Entretanto, ao comparar as sequéncias de cMSF e JMSF com a sequéncia
do inibidor HSF, os autores identificaram uma delecdo de 17 residuos em suas
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porcBes C-terminais; tal delecdo ndo afetou as propriedades inibitérias destas
proteinas, mas levou a menor estabilidade térmica de cMSF (Aoki, Tsutsumi, et al.,
2008). A analise do alinhamento entre BJ46a e jMSF / cMSF indicou que a maior
parte das identidades observadas se deu nos dominios cistatina de BJ46a,
representando, portanto, peptideos compartilhados entre as sequéncias (residuos 22-
130 e 141-254, Figura 18).

Score

BJ46a - jMSF BJ46a - cMSF
(query) (subject) (query) (subject)

Range 1: 1 to 324 Graphics Range 1: 1 to 324 Graphics

Expect Method Identities Positives Gaps Score Expect Method Identities Positives Gaps

546 bits(1407) 0.0 Compositional matrix adjust. 269/341(79%) 291/341(85%) 17/341(4%) 542 bits(1396) 0.0  Compositional matrix adjust. 267/341(78%) 291/341(85%) 17/341(4%)

Query 1 MNSLVALVLLGQIIGSTLSSQURGDLECDEKDAKEHTOTGVRYINEHKLHGYKYALNVIK 60 Query 1 MNSLVALVLLGQIIGSTLSSQVRGDLECDEKDAKEWTDTGVRYINERKLHGYKYALIVIK 60
s LVALVLLGQITGSTLSSQVRGDLECD+++AKEN D VRAYINEHKLH YK ALWVIK Mo LVALVLLGOTIGSTLSSQVRGDLEC++++AKEH D VRYINEHKLH YK ALWVIK
Shjct 1 MHFLVALVLLGQIIGSTLSSQVRGDLECODREAKEWADQAVRYINERKLHEVKQALIVIK 60 Shict 1 MHFLVALVLLGQTIGSTLSSQVRGDLECNDREAKENADQAVRYINERKLHEVKQALIVIK 60
Query 61  NIVWVPDGDVAVFLKLNLLETECKVLOPTPVKNCTVRPQHIHAVENDCOVKIHENVDT 120 Query 61  NIVWPHOGDKVAVFLKLNLLETECHVLOPTPVKNCTVRPQHIHAVERDCOVKIMFINDT 120
NIVWPI+GD VAVFLKLNLLETECHVLOPTPV= CT+RPQ NRAVEMDCD KIMFsVeT NIVWPHGD VAVFLKLNLLETECHVLOPTPV+ CT+RPQ NHAVENDCD KIMF+VsT
Sbict 61  NIVWPINGDLVAVFLKLNLLETECHVLOPTPVEKCTIRPQQIHAVEMDCDAKIHFOVET 120 Sbjct 61  NIVWPNGDLVAVFLKLNLLETECKVLDPTPVEKCTIRPQQIKAVENDCOAKTMFOVET 120
Query 121 FKEDVFAKCHSTPDSVENVRRNCPKCPILLPSNNPQUVDSVEYVLNKHNEKLSDHVYEVL 180 Query 121 FKEDVFAKCHSTPDSVENVRRNCPKCPILLPSNNPQWOSVEYVLNKHNEKLSDRVYEVL 180
FK+DVF KCHSTPDSVE+VRRNCPKCPILL ~ +P VWDSVEYVLNKHNE+LS HVYEVL & FK+DVF KCHSTPDSVE+VRRNC KCPILL ++P WWDSVEYVLNKHNE+LS HVYEVL
Sbjct 121 FKQDVFVKCHSTPDSVEDVRRNCPKCPILLSPROPHVVDSVEYVLNKHNEQLSGHVYEVL 180 Sbjct 121 FKQDVFVKCHSTPDSVEDVRRNCLKCPILLSPSOPHWDSVEYVLNKHNEQLSGHVYEVL 180
Query 181 g}ggggmrvemwﬂw beddo bt Ll 1 Query 181 EISRGQHKYEPEAYYVEFAIVEVNCTAQELHODHHHCHPNTAGEDHIGFCRATVFRSHAS 240
. EISAG CTAQE H FCATVE ETSRGQHKVEPEASYVEFATVEVNCTAQE HODHHHCHPHTAGEDHT FCATVFRHAS
Shict 161 EISRGHYEPEAFYVEFATVEVICTAQEAHODRHCHPATAGEDHTAFCKATVERSHAS Shict 181 EISRGOHKYEPEAFYVEFATVEVNCTAQEAHODHHHCHPNTAGEDHIAFCKATVFRSHAS 240
Query 241  LEKPKDEQFESDCVILKVKEGHAHSHLIQQHVEKDSISPERMITALNFVHPHIDTSTSHE 300 < A "
# E FESDCVIL VKEGRMSHLLS e K § 5P T Query 241 fE:;\'J Q_Eso\vnw\k&cy ?'SF\IQOﬁ\/E\DSISP:H;JTHLIFw-{MDTSTSP't 300
Sbjct 241 ENFESDCVILDVKEGHAHSHLIEHHIGKYSTSPGQNSTV == === snvneeneen 285 Shjct 241 LEKPKHENFESDCVILOVKEGHAHSHLIERHIGKYSTSPGONSTV- === === =nn 285
ooty i Tt L o e Query 301 SHEHLAEVRVAFVKKELPOISORHTTPVKGCPGHVHHFEL 341
. e S LKA - E +AE PVAFV KE+P DISORHTTPVKGCPGK+ HF+L
Shjct 286 ECPVAFVIIKEVPTDISORHTTPVKGCPGKILHFQL 324 -
bict 286 --ECVAECPVAFVIIKEVPTOISORHTTPVKGCPGKILHFQL 324
Figura 18: Alinhamento da sequéncia de BJ46a com os inibidores jMSF e cMSF.

Além de jMSF e cMSF, BJ46a também apresentou 72% de identidade
sequencial com as proteinas cHLP-B e cHLP-A, isoladas da serpente G.b.
brevicaudus. Estas proteinas apresentam, assim como HSF e BJ46a, dois dominios
cistatina e uma regido rica em histidina em suas estruturas, mas nao apresentam
atividade anti-hemorragica. A analise filogenética das sequéncias de BJ46a, HSF,
HLP e fetuinas verdadeiras de serpentes indica que estas proteinas evoluiram de um
ancestral comum via duplicacdo génica, adquirindo diferentes funcbes, como a
resisténcia aos efeitos deletérios do envenenamento (Aoki et al., 2009; Bastos et al.,
2016). Logo, é esperado que haja alinhamentos de peptideos para as sequéncias de
cHLP-B e cHLP-A.
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Identificamos ainda em nossas andlises peptideos alinhados com as
sequéncias referentes a pequenas proteinas séricas (small serum proteins, SSP)
isoladas do plasma de Gloydius brevicaudus e Protobothrops flavoviridis. As SSP
destas serpentes possuem uma massa molecular na faixa de 6,5 — 13 kDa e sao
homélogas a uma proteina prostatica (PSP94) oriunda de mamiferos (Aoki, Sakiyama,
et al., 2007; Shioi et al., 2014). A analise dos cDNA das SSP de P. flavoviridis indica
que estas proteinas sofreram uma evolucdo acelerada, levando estas a adquirir
funcBes inibitorias intrinsecas e também por meio da interacdo com HSF, que
apresenta uma funcao carreadora de SSP. A constante de dissociacdo, medida por
SPR, foi calculadaem 2,5 + 1,1 nM e a reducéo do pH da solu¢éo para 2,0 ndo reduziu
a afinidade de ligacdo de SSP a HSF (Aoki, Matsuo, et al., 2008; Shioi et al., 2011).

A presenca de peptideos homélogos a SSP no conjunto de dados de
sequenciamento de novo de BJ46a reforca a hipotese de que possa haver SSP
homologas as encontradas em P. flavoviridis e G. brevicaudus no plasma de B.
jararaca, o que ainda ndo havia sido descrito em estudos anteriores. Porém, ainda
nao é possivel determinar a influéncia destas SSP putativas do plasma de B. jararaca
na atividade inibitéria de BJ46a. Mas, tracando-se um paralelo com o inibidor HSF, a
interagdo do inibidor com SSP-1 de P. flavoviridis ndo influenciou a atividade inibitoria
de HSF frente as SVMP HR1a, HR1b, HR2a e HR2b isoladas do veneno da mesma
serpente (Shioi et al., 2011). Por outro lado, os dados na literatura sugerem que a
interacdo de HSF com SSP possibilita a inibicdo de outras SVMP que HSF néo é
capaz de inibir isoladamente (como descrito no capitulo 1, secdo 1.3.1).

Na etapa final da andlise, verificamos todos os peptideos alinhados com a
entrada correspondente ao inibidor BJ46a e construimos uma tabela descrevendo os
alinhamentos e sua respectiva contagem espectral, com o objetivo de identificar
mutacOes pontuais na estrutura primaria. Os peptideos com maiores contagens
espectrais (De novo Seq) em cada trecho da sequéncia de BJ46a (DBSeq) tiveram
seus espectros manualmente validados, gerando os mapas de cobertura ilustrados

na Figura 19 e na Figura 20.
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Figura 19: Mapa do alinhamento dos peptideos sequenciados de novo de BJ46a com a sequéncia
depositada no UNIPROT.

Nesta representagéo, a sequéncia de BJ46a esta representada como uma linha horizontal na parte inferior do
guadro. Cada peptideo alinhado com a sequéncia esta representado como uma barra horizontal azul. No eixo
esquerdo da figura, encontram-se peptideos representativos de cada grade horizontal do grafico. Abaixo de cada
peptideo, encontra-se a numeragdo correspondente ao residuo inicial e ao final, além da localizacdo deste
peptideo no 1° dominio cistatina (C1) ou no 2° dominio cistatina (C2).

Locus: Q3DGI0.1 Coverage: 0.929618768328446

MNSLVALVLLGQIIGSTLSSQVRGDLECDEKDAKEWTDTGVRYINEHKLHGYKYALNVIKNIVVWPWDGDWVAVFLKLNLLETECHVLDPTPVKNCTVRPQHNH
AVEMDCDVKIMFNVDTFKEDVFAKCHSTPDSVENVRRNCPKCPILLPSNNPQVVDSVEYVLNKHNEKLSDHVYEVLEISRGAHKYEPEAYYVEFAIVEVNCTAQE
LHDDHHHCHPNTAGEDHIGFCRATVFRSHASLEKPKDEQFESDCVILHVKEGHAHSHLIQAHVEKDSISPEHNNTALNFVHPHNDTSTSHESHEHLAEVPVAFY
KKELPKDISDRHTTPVKGCPGKVHHFEL

Figura 20: Cobertura de sequéncia do inibidor BJ46a.

Todos os residuos marcados em azul foram confirmados por pelo menos 1 peptideo sequenciado. Os residuos
em preto ndo foram detectados na andlise.
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Em nossas analises, 0os peptideos correspondentes a sequéncia candnica do
inibidor BJ46a foram 0s que apresentaram as maiores contagens espectrais. Nao
identificamos peptideos correspondentes aos residuos 1-19, regido que j& havia sido
descrita previamente como processada apos a sintese do inibidor (Valente et al.,
2001). Além disso, verificamos que ndo ha peptideos alinhados para os 8 ultimos
residuos, pertencentes a regido rica em histidina de BJ46a na abordagem de novo
(Figura 20).

Para verificarmos se ocorreu uma eventual delecdo destes residuos na
sequéncia de BJ46a, confrontamos este dado com os resultados obtidos a partir da
andlise da mesma amostra por uma abordagem PSM (peptide-spectrum match)
utilizando as ferramentas PEAKS DB do software PEAKS studio. Nesta abordagem,
identificamos 4 peptideos para a porcdo C-terminal de BJ46a, em um total de 777
espectros (Figura 21).

il ] 45 57 B1 il
d d d d d
1 MNSLVALVLL GQIIGSTLSS QVRGDLECDE KDAKEWTD-T GVRYINEHKL HGYKYALNVI KNIVVVPWDG DWVAVELKLN

4 103 "7 138 154 156

d d d d d d
LLETECHVLD PTPVKNCIVR PQENHAVEMD CDVKIMFNVD TF-K-EDVFA KCHSTPDSVE NVRRNCPKCP ILLPSNNPQV

204
CRT P2
d d d d
1> VDSVEYVLNK ENEKLSDHVY EVLEISRGQH KYEPEAYYVE FAIVEVNCTA QELHDDHHHC HPNTAGEDHI GFCRATVERS
245 %370 W 2T 23
dly dd dd d d
232 HASLEKPKDE QFESDCVILH VKEGHAHSHL IQQHVEKDSI SPEHNNTALN FVHPHNDTST SHESHEHLAE VPVAFVKKEL

515 PKDISDRHIT PVKGCPGKVH HFEL

Figura 21: Cobertura de sequéncia para BJ46a utilizando as ferramentas PEAKS DB (abordagem PSM).

As barras em azul representam os peptideos identificados para a regido C-terminal de BJ46a.

Por fim, buscamos eventuais mutacdes na sequéncia de BJ46a no conjunto de
peptideos de maior contagem espectral alinhados com a sequéncia de BJ46a. Verificamos
um conjunto de peptideos que apresentaram uma mutacdo na posicao 230 (F — V), com
uma contagem espectral total de 144 espectros, que pode indicar uma mudanga na estrutura
primaria de BJ46a. A troca ocorreu por residuo de propriedades fisico-quimicas distintas:
fenilalanina € um aminoacido com cadeia lateral aromatica, enquanto que valina € um

aminoacido apolar, de cadeia lateral alifatica. Este tipo de mutacdo pontual € denominado
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mutacdo missense e estas trocas sao pec¢as-chave na evolugdo molecular de proteinas
(Shanthirabalan et al., 2018). Evidéncias na literatura indicam que 50 a 80% dos residuos
em uma proteina podem ser modificados sem alterar significativamente a estrutura proteica
global. Ainda assim, algumas mutagdes missense podem alterar dramaticamente a funcéo
proteica, principalmente as trocas em regifes cataliticas e em interfaces de interacdo, que
dependem de uma estrutura tridimensional conservada (Schaefer e Rost, 2012).

Entretanto, a predicdo do impacto de mutacdes missense ndo é trivial. Ha na literatura
um conjunto recente de algoritmos capazes de avaliar a influéncia de uma dada troca,
estimando-se a variacao da energia livre de Gibbs (AAG), tendo por referéncia um banco de
dados, Protherm, composto de estruturas pertencentes ao PDB associadas a calculos de
AAG, mas estes algoritmos ainda sofrem com algumas limitacdes, uma vez que a
comparacao entre variacdes preditas de energia com o dado experimental pode levar a
discrepancias significativas (Shanthirabalan et al., 2018). Para BJ46a, a inexisténcia de
proteinas depositadas no PDB com uma identidade aceitavel dificulta o uso destes
algoritmos de predicao; tal analise s6 seria possivel por medi¢cfes experimentais, como na
técnica de calorimetria de titulacéo isotérmica (ITC) (Leavitt e Freire, 2001). Portanto, com
os dados disponiveis, ainda ndo é possivel inferir os impactos desta mutacao na atividade
biolégica de BJ46a.
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42 — ENSAIOS DE INTERACAO ENTRE O INIBIDOR BJ46a E A
METALOENDOPEPTIDASE JARARAGINA

Para o mapeamento das regides de interacdo entre BJ46a e jararagina pelas técnicas
de XL-MS e HDX-MS, a determinacdo da estequiometria da interacdo inibidor-toxina &
fundamental. Em HDX-MS, as mudancas no perfil de deuteracéo da proteina de interesse
sdo determinadas a partir da comparacao da incorporacdo de deutério para as proteinas
isoladas e para as proteinas em complexo. Este tipo de andlise € mais confiavel quando
0 complexo proteina-proteina representa majoritariamente a populacdo contida na
amostra (Gallagher e Hudgens, 2016; Kochert et al., 2018). Para XL-MS, o excesso de
proteina livre em relagdo ao complexo prejudica a identificacdo e o assinalamento de
cross-links oriundos do complexo entre elas (Sinz, 2007).

A interagcéo entre o inibidor BJ46a e a metaloendopeptidase jararagina foi avaliada
por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 Increase 5/150, como
descrito no item 3.2.12 do capitulo 3. Trés relacbes molares de subunidade do inibidor:
toxina (1:2, 1:1 e 1:0,5) foram incubadas por 15 minutos a 25°C em tampao HEPES 64
mM + CaCl2 10 mM pH 7,5 e injetadas na coluna previamente equilibrada com o0 mesmo
tampdo. A Figura 22 demonstra os perfis cromatograficos dos controles de BJ46a e
jararagina livres, bem como o resultado da integracdo das areas dos picos obtidos para
0s controles e para cada relagdo molar testada.

Ao incubarmos BJ46a e jararagina na relacdo molar de 1:2 (inibidor:toxina),
verificamos a presenca de um pico de retencdo e area cromatografica distintas das
registradas para as amostras controles, e que corresponde ao complexo formado entre
inibidor e toxina; porém, a presenca de um pico com retencéo idéntica a registrada para o
controle de jararagina livre indica que a saturacdo da enzima nao foi alcancada nesta
relacdo molar. Da mesma forma, a presenca de um pico de retengdo compativel com o
controle de BJ46a livre na relagdo molar de 1:0,5 (inibidor:toxina) indica que esta relacao
molar ndo corresponde a estequiometria do complexo. Porém, para a relacdo molar de
1:1, ndo verificamos no perfil cromatografico picos significativos que correspondessem ao
excesso de BJ46a ou de jararagina livres, indicando que a saturacédo foi dada na

estequiometria de 1:1 (painéis A e B, Figura 22).
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Com base neste resultado, realizamos uma diluicdo seriada do complexo de BJ46a-
jararagina na estequiometria de 1:1 (subunidade do inibidor:toxina) como prova de
conceito para os experimentos de HDX-MS. A deuteracdo de uma amostra de interesse &
feita diluindo-se a amostra, em tampao preparado com H20, com o tampao deuterado
correspondente, de modo que a concentracgéo final de D20 corresponda a 80 — 95% do
volume final (Gallagher e Hudgens, 2016). Para obter dados confiaveis de incorporacéo
isotopica para um complexo proteico, é necessario entdo que haja a prevaléncia da forma
complexada apés a diluicdo da amostra (Kochert et al., 2018). Preparamos uma solugao-
estoque de complexo em tampéao aquoso a 7 UM e incubamos por 15 minutos a 25°C sob
agitacdo moderada. Apés este periodo, diluimos esta solucdo para as concentracdes

finais de 3,5 uM, 1,75 uM e 0,875 pM, como demonstra a Figura 23.
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Figura 22: Experimento de formac@o de complexo entre o inibidor BJ46a e a metaloendopeptidase
jararagina.

Painel A: Perfis cromatograficos das corridas referentes a BJ46a controle, a jararagina controle, e ao complexo
BJ46a — jararagina na relacdo molar de 1:1. R1: replicata experimental 1; R2: replicata experimental 2.

Painel B: Gréfico das integracdes (média e desvio-padrao) das areas dos picos detectados a 220nm para 0s
controles de jararagina e BJ46a livres e para cada relacdo molar analisada.

Em todas as diluicdes testadas, o complexo BJ46a — jararagina se manteve,
com uma area do pico compativel a soma das areas de BJ46a e jararagina controles,
nas mesmas concentracdes proteicas. Este resultado estd em concordancia com
analises anteriores de ressonéancia plasménica de superficie, que indicaram uma
constante de dissociacdo (Kp) muito baixa para a interagdo BJ46a — jararagina, na
ordem de 13,8 nM (capitulo 1, p.16).
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Figura 23: Ensaio de diluicdo seriada do complexo BJ46a - jararagina como prova de conceito para 0s
experimentos de HDX-MS.

Neste gréfico, estdo representadas as integracdes das areas (em mAU * mL) dos picos detectados a 220 nm,
tanto nos cromatogramas dos controles de BJ46a e jararagina livres, quanto nos cromatogramas do complexo
inibidor-toxina (relagéo molar 1:1), em diferentes concentragbes molares.

Com relacdo a inibicdo da atividade catalitica de jararagina por BJ46a, os
dados indicam que BJ46a foi capaz de inibir apenas parcialmente a atividade
proteolitica de jararagina sobre azocaseina na relacdo molar de 1:2 (inibidor:toxina)
(Figura 24). Na proporgédo molar de 1:1, ocorreu inibi¢cao significativa da atividade da
toxina, enquanto que na proporcao 1:0,5, ocorreu a inibicdo total da protedlise de
azocaseina por jararagina. Estes resultados estdo compativeis com o demonstrado
no ensaio anterior, onde ndo ha a presenca de jararagina livre nas relacbes de 1:1 e
1:0,5 (inibidor:toxina).
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Figura 24: Ensaio de inibic&do de atividade azocaseinolitica de jararagina por BJ46a.

As porcentagens de inibicAo em cada relag&o toxina:inibidor foram calculadas relativas ao controle de atividade
(Jararagina 14ug).

E importante ressaltar que a satura¢éo do complexo BJ46a-jararagina ocorreu
em uma relacdo molar diferente da reportada na literatura. No modelo proposto por
Valente e colaboradores, BJ46a é considerada um homodimero que, no momento da
interacdo com jararagina, sofre dissociacdo e cada mondémero consegue interagir com
duas moléculas de jararagina, resultando em uma estequiometria de 1:2 (subunidade
do inibidor:toxina) (Valente et al., 2001). Por outro lado, nossos dados atuais séo
compativeis com o descrito para HSF, para a qual experimentos de formacéo de
complexo analisados também por cromatografia de exclusdo molecular indicaram a
interacdo em uma relagéo molar de 1:1 com a SVMP brevilisina H6 isolada do veneno
de Gloydius halys brevicaudus (Deshimaru et al., 2005). Os resultados da purificagao
do inibidor BJ46a por cromatografia de imunoafinidade, apresentados nesta tese,
indicam a presenca de diferentes proteoformas do inibidor no plasma, e trabalhos
recentes demonstraram a presenca de BJ46a no proteoma e no transcriptoma das
glandulas de veneno (principal e acessoria) de B. jararaca, levantando a hipotese de

gue possa haver diferentes proteoformas de BJ46 sendo sintetizadas na serpente,
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cada uma exibindo diferentes afinidades de ligacdo com SVMP (Luna et al., 2013;
Valente et al., 2018). Os dados de sequenciamento de novo apontaram uma uUnica
modificacdo pontual, no residuo 230. Como discutido anteriormente, ainda nao é
possivel inferir os impactos desta mutacdo, e se esta seria suficiente para justificar
uma alteracdo na relacéo estequiométrica da interacdo entre a BJ46a com a mutacao
pontual detectada e a jararagina. Para os experimentos subsequentes de XL-MS e
HDX-MS, assumimos a relacdo estequiométrica de 1:1 evidenciada pelos

experimentos de formacao de complexos por exclusdo molecular.
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43 — MAPEAMENTO DE RESTRICOES DE DISTANCIA PARA BJ46A,
JARARAGINA E O COMPLEXO BJ46A - JARARAGINA

Para a primeira etapa do estudo estrutural de BJ46a, jararagina e o complexo
BJ46a — jararagina, empregamos a técnica de XL-MS para derivar informacgdes sobre
restricbes de distancia para as proteinas isoladas e em complexo. Além disso,
realizamos a determinacédo experimental das pontes dissulfeto em BJ46a como um
conjunto adicional de restricbes espaciais.

Na técnica de XL-MS, utilizamos o ALC BS® e a metodologia XPlex publicada
recentemente (Fioramonte et al., 2018). Como discutido anteriormente neste trabalho
(capitulo 1, secdo 1.4.1.1), o ALC BS? (bis (sulfosuccinimidil) suberato) apresenta em
cada uma das extremidades da molécula, o grupo funcional N-hidroxisuccinimida
(NHS), que apresenta reatividade preferencial para o grupamento e-amino de lisina e
para o grupamento amino N-terminal; residuos de serina também podem ser
conectados covalentemente pelo ALC (Madler et al., 2009). Os grupamentos NHS do
BS3 sdo conectados por um braco espacador, uma cadeia carbonica de 11,4 A
(Paramelle et al., 2013). Somando-se o tamanho da cadeia espacadora com o
tamanho da cadeia lateral de lisina (6,4 A), o limite méaximo de distancia entre dois
residuos de lisina, medido a partir do carbono alfa do backbone proteico, é de
aproximadamente 24 A. Entretanto, simulacdes de dinamica molecular indicaram que
este limite pode ser um pouco maior, entre 26 e 30 A, devido a flexibilidade inerente
das cadeias laterais (Merkley et al.,, 2014). Dessa forma, residuos que estejam
localizados em uma distancia de até 30 A poderiam ser conectados covalentemente
pelo ALC BSS.

A metodologia XPlex tem como alvos os residuos acidos (acido aspartico e
acido glutamico) bem como os bésicos (lisina e serina) e as por¢des N- e C-terminais.
A reacéo ocorre em condi¢cOes brandas e subdivide-se em duas etapas principais:
inicialmente, ocorre a ativacéo dos acidos carboxilicos presentes nas cadeias laterais
D/E e na extremidade C-terminal pelo reagente N-(3-dietilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida (EDC) na presenca de N-hidroxibenzotriazol (HOBt), seguido de
reacdo com uma diamina (1,6-hexametilenodiamina), formando ligacdo amida entre
os residuos acidos ativados e os grupamentos amina da diamina. Ha também a
possibilidade da formacéo de links zero-length (sem brago espagador), nos quais

residuos acidos ativados podem reagir diretamente com as cadeias laterais de lisina
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ou serina (Fioramonte, 2016). Esta reatividade multiplexada (links &cido-acido e
acido-basico) pode cobrir, em média, 24% dos residuos em uma dada proteina e
aumenta significativamente a cobertura de sequéncia, uma vez que 0 numero de
cross-links possiveis aumenta quadraticamente com o numero de residuos reativos
para a quimica de cross-linking (Fioramonte et al., 2018). A complementariedade
entre o ALC BS3 e a abordagem XPlex pode fornecer restricdes espaciais importantes
para entendermos a topologia do complexo formado entre o inibidor BJ46a e a SVMP
jararagina e para a filtragem de modelos tridimensionais mais compativeis com 0s
dados experimentais.

Para a abordagem com o ALC BS2, o complexo entre BJ46a e jararagina foi
estabilizado por 3 h a 25°C sob agitacdo branda, utilizando um excesso em massa de
BS? sobre proteina de 20 vezes. Apos este periodo, a reacéo foi interrompida pela
adicdo de uma solugéo de bicarbonato de amdnio 500 mM (concentracéo final de
bicarbonato de amoénio: 20mM). A eficiéncia da reacéo foi analisada por eletroforese
em condi¢des nativas e em condi¢cdes desnaturantes e redutoras, como demonstra a

Figura 25, a seguir.

MM 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
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SDS-PAGE em condig¢oes redutoras PAGE nativo

Figura 25: Estabilizacdo do complexo entre o inibidor BJ46a e jararagina usando o ALC BS3.

Amostra 1: BJ46a controle (1 pug); 2: BJ46a estabilizada com BS?; 3: Complexo BJ46a — jararagina; 4: Complexo
BJ46a - jararagina estabilizado com BS2 (1,9 ug); 5: jararagina controle (0,9 ug); 6: jararagina estabilizada com
BS3. Painel A: eletroforese em condicdes desnaturantes e redutoras. Painel B: eletroforese em condi¢cGes nativas.
As bandas referentes ao complexo BJ46a — jararagina estabilizado estdo apontadas com uma seta. Géis
revelados por impregnacao por prata.
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Quando submetemos BJ46a e jararagina a eletroforese em condi¢des nativas
(Figura 25, painel B) é possivel visualizar a ocorréncia de uma nova banda na amostra
3, de menor migracao eletroforética em relagdo a banda de BJ46a controle (amostra
1) e de jararagina controle (amostra 5), sugerindo a formacé&o de complexo entre duas
proteinas. A mesma banda é visivel quando incubamos BJ46a e jararagina na
presenca do ALC BS3, com uma aparéncia mais difusa (amostra 4). Entretanto,
quando submetemos a mesma amostra a eletroforese em condi¢cfes desnaturantes e
redutoras (Figura 25, painel A), a banda referente ao complexo inibidor-toxina nao é
mais visualizada (amostra 3), indicando que esta interacdo é mantida por forcas de
natureza nao-covalente, como previamente descrito na literatura (Valente et al., 2001).
Quando este mesmo complexo é estabilizado com BS?, podemos verificar a presenca
de uma banda de alta massa molecular (> 97 kDa, raia 4, indicada por seta) que néo
esta presente nos controles do inibidor e toxina livres estabilizados por BS3, (amostras
2 e 6), indicando a estabilizacdo covalente do complexo pelo ALC. Para as amostras
de BJ46a e jararagina estabilizadas por BS® (amostras 2 e 6), verificamos que as
bandas referentes ao inibidor e a toxina apresentaram uma mobilidade eletroforética
ligeiramente menor do que quando comparados aos controles de BJ46a e jararagina
sem estabilizacdo (amostras 1 e 5), além de uma aparéncia difusa, 0 que sugere a
formacéo de intra-links, isto €, cross-links formados dentro da propria proteina.

Para a abordagem XPlex, verificamos um resultado similar ao observado com
0 ALC BS3, onde ocorreu a estabilizacdo covalente tanto do complexo BJ46a —
jararagina, quanto do inibidor e da toxina em suas formas livres (Figura 26), com
algumas diferencas. Para BJ46a e jararagina estabilizadas com XPlex (Figura 26,
painel A, amostras 2 e 6) as bandas mostraram-se menos difusas do que o observado
com a estabilizacdo pelo ALC BS3; com relacdo ao complexo BJ46a-jararagina,
evidenciamos pelo menos duas bandas, uma majoritaria e outra minoritaria, com
mobilidade eletroforética superior a 97 kDa na amostra do complexo estabilizada com
XPlex (painel A, amostra 4), o que pode refletir subpopulacdes do complexo

estabilizado.
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Figura 26: Estabilizac&do covalente do complexo BJ46a-jararagina pela metodologia XPlex.

Amostra 1: BJ46a controle (2 ug); 2: BJ46a estabilizada por XPlex; 3: Complexo BJ46a — jararagina; 4: Complexo
BJ46a - jararagina estabilizado por XPlex (3,74 ug); 5: jararagina controle (1,74 ug); 6: jararagina estabilizada por
XPlex. Painel A: eletroforese em condi¢cdes desnaturantes e redutoras; a banda correspondente ao complexo
estabilizado entre BJ46a e jararagina encontra-se apontada por uma seta. Painel B: eletroforese em condi¢cbes
nativas. Géis corados por impregnagéao por prata.

Posteriormente a andlise da eficiéncia de reacdo de cross-linking por BS® e
XPlex por eletroforese, partimos para a etapa de purificacdo do complexo estabilizado
por BS® por cromatografia de exclusdo molecular, com o objetivo de remover o
excesso de BS2 que néo reagiu com a amostra e monitorar a eventual ocorréncia de
oligomerizacdo artefatual das proteinas ligadas cruzadamente. Os cromatogramas
obtidos para cada amostra estdo representados na Figura 27. Para a abordagem
XPlex, a reacdo foi encerrada por meio da precipitacdo das proteinas com uma
mistura de etanol/acetona (descrito no item 3.2.16, capitulo 3).
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Figura 27: Purificagdo das amostras estabilizadas por BS® por cromatografia de exclusdo molecular.

Os picos marcados por uma barra vermelha foram coletados e posteriormente hidrolisados por tripsina e
submetidos a espectrometria de massas. O volume de exclusdo da coluna (Vo, 7,7mL) esta representado com uma
linha vertical azul.

Ap0s a purificac@o, as amostras foram desnaturadas, reduzidas, alquiladas e

hidrolisadas em solucao por tripsina e analisadas posteriormente por nLC-nESI-HCD-

MS/MS, em espectrbmetro Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Os dados foram

posteriormente analisados com auxilio do software Spectrum Identification Machine

for Crosslinked Peptides (SIM-XL). A aquisicdo e a identificacdo de espectros de

fragmentacao oriundos de amostras de cross-linking apresentam algumas limitagoes.

Com relacdo a aquisicdo dos dados de MS/MS, a dificuldade principal reside na

diferenca entre a quantidade de peptideos lineares, majoritarios na amostra, e

peptideos estabilizados covalentemente pelo ALC, presentes em quantidades

subestequiométricas (Iglesias et al., 2009). Aléem disso, os ALC que reagem com

aminas primarias em residuos de lisina (BS3/DSS) aumentam a taxa de clivagens

perdidas, uma vez que a enzima tripsina, comumente empregada, ndo cliva na

extremidade C-terminal de residuos de lisina modificados. Dessa forma, os peptideos

ligados cruzadamente séo ions-precursores de maior m/z e a fragmentacéo em torno

da regido do linker é desfavorecida pois a livre movimentac¢ao do préton movel durante
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a fragmentacao é comprometida Dessa forma, a fragmentacéo por HCD é geralmente
o método de escolha para a geracao de espectros de fragmentacdo em experimentos
de XL-MS (Sinz, 2007).

A fragmentacdo de peptideos ligados cruzadamente por HCD é similar ao
descrito para peptideos ciclicos para cross-links do tipo 1 (intralink) e do tipo 2
(interlink). Para cross-links do tipo O (dead-end cross-links), a fragmentacao € analoga
a de um peptideo linear, com uma modificacdo quimica pontual (Schilling et al., 2003).
Em espectros MS/MS de amostras de cross-linking gerados pelo método de
fragmentacado CID, h4 o predominio de ions de série b (N — C-terminal) e de série y
(C—N-terminal). Dessa forma, em um espectro MS/MS de cross-links de tipo 1 e 2,
temos as séries b/y de cada peptideo covalentemente ligado em um mesmo espectro
MS/MS (Iglesias et al., 2009). O peptideo que contém o maior nimero de residuos
e/ou de maior massa é denominado peptideo a, enquanto que o menor peptideo (em
namero de residuos e/ou de menor massa) € chamado de peptideo 3. Assim, cada
ion-fragmento € assinalado no espectro MS/MS de acordo com sua série, posicao e
peptideo a qual pertence (e.g. y1B, b2a) (Schilling et al., 2003).

E importante ressaltar que nos espectros de fragmentacdo de peptideos
covalentemente estabilizados por BS®/DSS ha pelo menos um dos ions-repérter (m/z
222,1 ou 239,2 ou 305,2) oriundos do rearranjo da cadeia lateral de residuos de lisina
e da cadeia espacadora do cross-linker; suas estruturas estado representadas na
Figura 28 (Santos et al., 2011). Estes valores de m/z n&o sédo conflitantes com
nenhum valor de m/z esperado para ions-fragmento de séries b ou y derivados de
qualquer aminoacido natural e, portanto, podem ser utilizados como ions-reporter,
indicando a ocorréncia da reacao de cross-linking. Além disso, a presenca destes ions
pode fornecer informacgfOes importantes sobre a reacdo em um dado espectro: a
presenca dos ions de m/z 222,1 e 239,2 indica efetivamente a ocorréncia da reacao
de cross-linking; a presenca do ion m/z 305,2 demonstra que o espectro € proveniente
de uma espécie intra- ou inter-molecular, na qual o ALC ligou covalentemente duas
lisinas. Os espectros referentes a espécies dead-end ndo apresentam o ion m/z 305,2
(Santos et al., 2011).
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Figura 28: Estrutura dos ions-repdrter detectados em espectros MS/MS de peptideos covalentemente

estabilizados com o ALC BS3.

Reproduzido de Santos et al. 2011.

Em XL-MS, a analise criteriosa dos espectros de fragmentacéao € critica para o
sucesso da técnica. Portanto, a analise dos cross-links foi realizada em trés etapas:
na primeira, utilizamos o software Spectrum Identification Machine for Crosslinked
Peptides (SIM-XL) para efetuar a busca dos peptideos covalentemente ligados tanto
nas amostras controle (BJ46a livre e jararagina livre) quanto na amostra referente ao
complexo BJ46a-jararagina. Em seguida, realizamos uma filtragem automatica
utilizando os parametros do programa SIM-XL, como o score primario (> 2,5), erro (<
10 ppm), contagem espectral (> 1) e nimero de ions-fragmento detectados por cadeia
(> 3). Por fim, os espectros que passaram no filtro automatico do SIM-XL foram
manualmente avaliados, com base nos seguintes critérios: 1) presenca de um ou mais
fons-repérter (apenas em espectros oriundos da abordagem com o ALC BS3); 2)
relacdo sinal-ruido; 3) cobertura de ions-fragmento para os peptideos a e B; 4) a
distribuicdo de erro dos ions-fragmento observados no espectro e 5) a posicéo
inequivoca do linker, isto é, se os ions-fragmento detectados referentes aos peptideos
nao permitiam outro tipo de interpretacdo do espectro que nao a reportada. Cada
espectro foi por fim classificado em trés grupos diferentes: espectros considerados

excelentes, que satisfazem todos os critérios de qualidade descritos, espectros bons,
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que satisfazem 4 dos 5 critérios, e espectros de qualidade média, que satisfazem pelo

menos 3 critérios (lacobucci e Sinz, 2017).

4.3.1 — Analise dos espectros e mapas de restricdo de distancia de BJ46a e jararagina
livres

Apos a filtragem dos espectros obtidos, conseguimos identificar, para BJ46a
livre, 20 cross-links utilizando o ALC BS?3; para a abordagem XPlex, identificamos 15
cross-links entre residuos &cidos (D/E, diamina) e 135 cross-links zero-length entre
residuos acidos e basicos (D-S, D-K, E-S, E-K). A Figura 29 e a Figura 30
demonstram espectros representativos para cada abordagem nas categorias
“‘excelente”, “bom” e “médio”. Tais espectros foram utilizados para a geragcédo dos
mapas bidimensionais de restricdes de distancia, representados na Figura 31, e das
listas contendo todos os cross-links filtrados.

Analisando-se os mapas bidimensionais gerados para as duas abordagens
podemos delinear quatro grandes classes de links encontrados na estrutura de BJ46a:
1) cross-links que conectam o primeiro dominio cistatina, localizado na extremidade
N-terminal, com o dominio rico em histidina na porcdo C-terminal do inibidor; 2) cross-
links localizados no interior de cada um dos dominios cistatina; 3) cross-links inter
dominios cistatina e, por fim, 4) cross-links que ligam o segundo dominio cistatina ao
dominio rico em histidina de BJ46a. Para o dominio rico em histidina, mesmo na
presenca de residuos béasicos passiveis de estabilizacdo (Figura 31, tracos
pontilhados no interior da barra), ndo verificamos a presenca de cross-links do tipo 2
(interpeptideo) com o ALC BS3, porém ha um grupo de 4 dead-end cross-links dentro
do dominio, nos residuos K296, K300, K311 e K316. Na abordagem XPlex, para a
mesma regido, detectamos 4 cross-links zero-length, entre os residuos E241-S246,
D301- K311, K296 — E321, D301 — K311 e K311 — E321.

Explorando-se um pouco mais a abordagem XPlex, a Figura 32 demonstra a
distribuicdo dos cross-links acido-acido (D-D, D-E, E-E) e acido-basico (D-K, D-S, E-
K, E-S). Para BJ46a, detectamos significativamente mais cross-links acido-basico do
que cross-links entre residuos acidos, uma particularidade da reagédo que também foi
observada para DM64, um inibidor natural de fosfolipases A2 de venenos de serpentes
(Soares, 2018). E importante notar que conseguimos detectar cross-links zero-length

partindo do primeiro dominio cistatina de BJ46a, na extremidade N-terminal, com a
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regido final do dominio rico em histidina na por¢cdo C-terminal. Este dado indica que
as porcdes N- e C-terminais do inibidor estdo espacialmente proximas — cross-links
zero-length ndo apresentam um braco espacador e a distdncia maxima a ser
considerada corresponde apenas a distancia entre as cadeias laterais dos residuos
envolvidos. Nos nossos dados, detectamos links nestas regides envolvendo residuos
de &cido aspatrtico / acido glutamico e residuos de lisina. Para um cross-link D-K, a
distancia maxima é de 9,7 A, enquanto que para um cross-link E-K, de 10,5 A (Ferrari
et al., 2018).

Para a metaloendopeptidase jararagina, mapeamos 42 cross-links com o ALC
BS3, e 28 cross-links com a abordagem XPlex, todos do tipo acido-basico (zero-
length). Os mapas bidimensionais para cada abordagem estdo representados na
Figura 35. Os cross-links detectados com o ALC BS® unem o dominio
metaloendopeptidase ao dominio rico em cisteina e o dominio desintegrina-simile ao
rico em cisteina. H4 também cross-links intrinsecos aos trés dominios estruturais da
toxina.

Botropasina, metaloendopeptidase isolada do veneno de B. jararaca,
apresenta 95% de identidade sequencial com jararagina e tem estrutura cristalogréafica
depositada (PDB ID: 3DSL) (Muniz et al., 2008). O dominio metaloendopeptidase
apresenta uma folha 3 paralela com 5 fitas e 4 hélices; o dominio desintegrina-simile
ndo apresenta elementos de estrutura secundaria definidos e é composto
primariamente de voltas estabilizadas por 7 pontes dissulfeto. Por fim, o dominio rico
em cisteina apresenta pequenas hélices e fitas 3, também estabilizadas por pontes
dissulfeto (Muniz et al., 2008).

A representacdo detalhada da estrutura cristalogréfica de botropasina indica
uma forma tridimensional em “C”, como demonstra a Figura 36. Tragando-se um
paralelo, os padrbes de cross-links detectados para jararagina demonstram a
proximidade entre os dominios desintegrina-simile e rico em cisteina, e de regides do
dominio metaloendopeptidase com o dominio rico em cisteina na por¢cado C-terminal
da molécula, em concordancia com a estrutura da botropasina. A similaridade
sequencial e o padrao de cross-links obtido indicam que, provavelmente, jararagina e

botropasina compartilham um mesmo padréo de enovelamento.
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Figura 29: Cross-links detectados para BJ46a livre utilizando o ALC BS®.

Cada painel (A,B,C) ilustra um espectro representativo das categorias “excelente”, “bom” e “médio”,
respectivamente, que foram subsequentemente empregados para gerar o mapa de restricdo de distancias, bem

como a distribuicdo de erro dos ions-fragmento detectados e a cobertura de sequéncia dos peptideos
covalentemente ligados.
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Figura 30: Cross-links detectados para BJ46a livre utilizando a abordagem XPlex.

Cada painel (A, B, C) ilustra um espectro representativo das categorias “excelente”, “bom” e “médio”,
respectivamente, que foram subsequentemente empregados para gerar o0 mapa de restricdo de distancias, bem

como a distribuicdo de erro dos ions-fragmento detectados e a cobertura de sequéncia dos peptideos
covalentemente ligados.
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Figura 31: Mapas bidimensionais de restricbes de distancia para BJ46a geradas pelas abordagens BS® e XPlex.

Nesta imagem, a estrutura priméaria de BJ46a esta representada como uma barra, e os dominios cistatina estéo realcados em rosa, enquanto que os sitios de N-
glicosilacdo do inibidor estdo marcados em azul. Tragcos pontilhados em cinza no interior das barras indicam os residuos passiveis de cross-linking. Cada linha
vermelha indica um cross-link identificado (pertencentes as categorias excelente / bom / médio), enquanto que 0s pequenos pinos em azul, no mapa bidimensional
de BSS3, indicam cross-links do tipo 0 (dead-end cross-links). As linhas cheias e pontilhadas no mapa de restricbes da abordagem XPlex indicam cross-links diamina

(D-D, E-E, D-E) enquanto que as linhas pontilhadas representam cross-links zero-length, respectivamente. No mapa de restricdes de BS?, indicam os links encontrados
nas replicatas experimentais.
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XPlex - links acido-acido (diamina)
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Figura 32: Distribuicdo dos cross-links encontrados em BJ46a na abordagem XPlex, de acordo com o tipo de cross-link formado.

Os links acido-acido referem-se aos cross-links formados entre residuos de acido aspartico e acido glutamico (D-D, D-E, E-E), enquanto que os links acido-béasico
referem-se a cross-links formados entre um residuo acido (D/E) e um residuo béasico (K/S). Os dominios cistatina de BJ46a estao realcados em rosa, e os sitios de
N-glicosilacdo, em azul. As linhas cheias e pontilhadas no mapa de restricbes indicam cross-links diamina (D-D, E-E, D-E) enquanto que as linhas pontilhadas

representam cross-links zero-length, respectivamente.
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Figura 33: Cross-links detectados para jararagina livre utilizando o ALC BS®.

Cada painel (A, B, C) ilustra um espectro representativo das categorias “excelente”,

“‘bom” e “médio”,

respectivamente, que foram subsequentemente empregados para gerar o mapa de restricdo de distancias, bem
como a distribuicdo de erro dos ions-fragmento detectados e a cobertura de sequéncia dos peptideos

covalentemente ligados.
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Figura 34: Cross-links detectados para jararagina livre utilizando a abordagem XPlex.

Cada painel (A, B, C) ilustra um espectro representativo das categorias “excelente”, “bom” e “médio”,
respectivamente, que foram subsequentemente empregadas para gerar o mapa de restricdo de distancias, bem

como a distribuicdo de erro dos ions-fragmento detectados e a cobertura de sequéncia dos peptideos
covalentemente ligados.



BS3

e
a
Q
-
[=]
=]

XPlex

1 50 100

150

200

250

300

300

350

350

400

Figura 35: Mapas bidimensionais de restricGes de distancia para jararagina gerados a partir das abordagens BS® e XPlex.
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Nesta representacdo, a estrutura primaria de jararagina esta representada como uma barra; o dominio metaloendopeptidase esta realgado de verde, o dominio de
ligagdo ao zinco, em azul, o dominio desintegrina, em cinza, € o dominio rico em cisteina em lilas. Cada cross-link detectado na estrutura de jararagina (das categorias
excelente / bom / médio) foi representado como uma linha vermelha. As linhas cheias e pontilhadas no mapa de restricdes da abordagem XPlex indicam cross-links
diamina (D-D, E-E, D-E) enquanto que as linhas pontilhadas representam cross-links zero-length, respectivamente. No mapa de restricbes de BS3, indicam os links

encontrados nas replicatas experimentais.
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Cystein-rich (C domain)

Figura 36: Representacdo detalhada da estrutura cristalogréfica de botropasina, uma SVMP que apresenta
95% de identidade sequencial com jararagina.

O dominio metaloendopeptidase esta representado em azul, o dominio desintegrina-simile em amarelo e o
dominio rico em cisteina, em lilas. Os &tomos de calcio, que estabilizam a estrutura da molécula, estéo
representados como esferas azuis e 0 4tomo de zinco, essencial para a catalise enzimética, é representado
como uma esfera em vermelho. Reproduzido de Muniz et al. 2008.
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_4.3.2 —'Anélise dos espectros e mapas de restricao de distancia do complexo BJ46a-
jararagina

Paralelamente a andlise dos cross-links obtidos para BJ46a e jararagina em
suas formas livres, analisamos também o complexo entre a toxina e o inibidor com o
ALC BS?® e a abordagem XPlex, com o objetivo de identificar as regides vizinhas a
interface de interacdo entre estas duas proteinas. Os espectros representativos e 0s
mapas de restricdo de distancia obtidos estdo representados na Figura 37 e nas
Figura 38 - 40.

Para a interacdo BJ46a — jararagina (Figura 39 e Figura 40) pudemos
identificar nos mapas 2D duas principais regides de cross-linking entre estas duas
proteinas: a primeira regido envolve o primeiro dominio cistatina de BJ46a e o dominio
rico em cisteina de jararagina, enquanto que a segunda regido envolve o segundo
dominio cistatina de BJ46a com o dominio metaloendopeptidase de jararagina
(abordagem BSS®, Figura 39) . Outros cross-links também foram mapeados,
conectando a por¢do C-terminal de BJ46a com o dominio metaloendopeptidase de
jararagina e o segundo dominio cistatina de BJ46a com o dominio rico em cisteina de
jararagina (abordagem XPlex, Figura 40). Por fim, detectamos cross-links conectando
o dominio metaloendopeptidase de jararagina com o 1° dominio cistatina de BJ46a.

Em trabalho anterior, verificou-se que o dominio metaloendopeptidase de
jararagina é essencial para a interacao inibidor-toxina; BJ46a ndo é capaz de formar
complexo com jararagina-C, uma forma processada da SVMP jararagina contendo
apenas os dominios desintegrina e rico em cisteina, mesmo em um excesso molar de
inibidor de trés vezes (Valente et al., 2001). Em nossos dados, identificamos 11
restricbes de distancia que partem de diferentes residuos do inibidor BJ46a para
residuos pertencentes ao dominio metaloendopeptidase de jararagina (residuos 1 —
205), reforcando a hip6tese de que o dominio metaloendopeptidase da toxina seja
parte importante da interacao.

Além disso, os dados indicam um provavel envolvimento dos dois dominios
cistatina de BJ46a na interacdo inibidor-toxina, um dado inédito na literatura. Para
HSF, Aoki e colaboradores demonstraram que a por¢cao N-terminal do primeiro
dominio cistatina do inibidor é indispensavel para a inibicdo de SVMP, por meio de
uma abordagem classica de quimica de proteinas, incluindo modificacées quimicas

seletivas em alguns residuos e hidrélises sucessivas do inibidor. Entretanto, os
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autores ndo reportaram nenhum fragmento correspondente ao segundo dominio
cistatina de HSF que potencialmente estivesse envolvido com a interface de interacéao
(Aoki, Deshimaru, et al., 2007).

Quando comparamos os mapas 2D de BJ46a e jararagina controle (Figura 31
e Figura 35, respectivamente) com os cross-links encontrados na estrutura do inibidor
e da toxina quando em complexo (Figura 37 e Figura 38, cross-links em vermelho)
nao verificamos mudancas significativas no perfil de restricbes de distancia que néo a
perda de alguns links, observaveis apenas nos controles das duas proteinas. Ainda
assim, o padrdo geral de restricbes se mantém, o que sugere que ndao ha uma
mudanca conformacional significativa em jararagina e/ou BJ46a quando da formacao

do complexo.
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Figura 37: Cross-links detectados para o complexo BJ46a-jararagina utilizando o ALC BS?3.

Os painéis A e B ilustram um espectro representativo das categorias “bom” e “médio”, respectivamente, que foram
subsequentemente empregados para gerar o mapa de restricdo de distancias, bem como a distribuicdo de erro
dos ions-fragmento detectados e a cobertura de sequéncia dos peptideos covalentemente ligados.
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Figura 38: Cross-links detectados para o complexo BJ46a-jararagina utilizando a abordagem XPlex.

Cada painel (A, B, C) ilustra um espectro representativo das categorias “excelente”,

“‘bom” e “médio”,

respectivamente, que foram subsequentemente empregados para gerar 0 mapa de restricdo de distancias, bem

como a distribuicdo de erro dos ions-fragmento detectados e a cobertura de sequéncia dos peptideos
covalentemente ligados.
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Figura 39: Mapa bidimensional das restricdes de distancia encontradas para o complexo BJ46a — jararagina utilizando o ALC BS®.

Os dominios cistatina na estrutura de BJ46a estéo realcados em rosa, e os sitios de N-glicosilagdo, em azul. Para jararagina, o dominio metaloendopeptidase esta
realcado em verde, o dominio desintegrina, em cinza e o dominio rico em cisteina, em lilas. Todos os cross-links classificados como excelentes / bons / médios estao
representados neste mapa. Os cross-links intra-proteina estéo representados em linhas vermelhas, enquanto que os cross-links inter-proteina, em linhas azuis. As

linhas cheias e pontilhadas no mapa indicam os links encontrados nas replicatas experimentais.
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XPlex

Figura 40: Mapa bidimensional das restricdes de distadncia encontradas para o complexo BJ46a — jararagina utilizando a abordagem XPlex.

Os dominios cistatina na estrutura de BJ46a estéo realcados em rosa, e os sitios de N-glicosilagdo, em azul. Para jararagina, o dominio metaloendopeptidase esta
realcado em verde, o dominio desintegrina, em cinza e o dominio rico em cisteina, em lil4s. Todos os cross-links classificados como excelentes / bons / médios estdo
representados neste mapa. Os cross-links intra-proteina estéo representados em linhas vermelhas, enquanto que os cross-links inter-proteina, em linhas azuis.
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4.3.3 - Determinacao experimental de pontes dissulfeto de BJ46a

Para a modelagem integrativa de proteinas, um conjunto amplo de restricées
experimentais pode ser Util para guiar a construcdo de modelos e/ou filtrar modelos
incompativeis com os dados disponiveis (Ward et al., 2013). Dessa forma, decidimos
explorar o padrédo de pontes dissulfeto do inibidor BJ46a como um conjunto adicional
de restrices espaciais. As pontes dissulfeto sdo um cross-link intrinseco em proteinas
e, com excec¢do de proteinas redox, o padrao das pontes € conservado. Além disso,
elas mantém a integridade da estrutura terciaria e podem auxiliar na predicdo de
estrutura de proteinas ricas em pontes dissulfeto que ndo apresentem proteinas
homologas com estrutura resolvida (Kaltashov e Eyles, 2012).

Ao longo dos anos, uma série de métodos bioquimicos e biofisicos foram
empregados para 0 mapeamento e analise de pontes dissulfeto em proteinas, como
a degradacdo de Edman, mutagénese de residuos de cisteina combinado com SDS-
PAGE em condicdes redutoras e nao-redutoras, cristalografia de raios-X e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Nos ultimos anos, a determinacéo
de pontes dissulfeto baseada em LC-MS se ampliou, devido ao baixo consumo de
amostra e pela possibilidade de se determinar pontes dissulfeto em misturas
complexas de proteinas (Lu et al., 2018).

A formacao de uma ponte dissulfeto entre dois residuos de cisteina promove
um decréscimo de massa de 2 Da, diferenca passivel de ser medida por
espectrometros de massas modernos; entretanto, a analise de dados é complexa,
pois a maioria das ferramentas de identificacdo de proteinas e peptideos por dados
de LC-MS sédo destinadas a peptideos lineares (Tsai et al.,, 2013). Assim, para
identificarmos as pontes dissulfeto em BJ46a, utilizamos um protocolo otimizado
recentemente para LC-MS (capitulo 3, item 3.2.13) e utilizamos a ferramenta SIM-XL,
explorando a ponte dissulfeto como um cross-link natural para facilitar a andlise e
representacéo dos dados.

O inibidor BJ46a possui 12 cisteinas em sua estrutura primaria, que estariam
arranjadas em 6 pontes dissulfeto preditas, ilustrada na Figura 41: C9 — C313, C66 —
C77,C91-C110,C124 - C127,C186 — C198, C211 — C234. A predicao foi baseada
no descrito para fetuinas, proteinas da superfamilia das cistatinas envolvidas com
diversos processos biologicos. Assim, Valente e colaboradores postularam que BJ46a

possui em cada dominio cistatina loops do tipo A e do tipo B, e um loop do tipo C no
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segundo dominio cistatina. BJ46a também apresentaria uma ponte ligando a por¢éao

N-terminal ao C-terminal do inibidor (Valente et al., 2001).

B
a
U]
T Ap A
N 532 3z 382 ¥ 2 2.
76 185 263
CHO C|-|10 CIiIO

Figura 41: Padrao predito de pontes dissulfeto em BJ46a, com base em fetuinas.

Nesta representacdo, a estrutura primaria do inibidor esté representada como uma barra, e linhas conectam as
cisteinas envolvidas em pontes dissulfeto. Os sitios de N-glicosilagdo do inibidor estdo marcados (CHO), assim
como o motivo RGD, presente no N-terminal de BJ46a. Reproduzido de Valente et al. 2001.

Na analise inicial das pontes dissulfeto de BJ46a pelo software SIM-XL,
realizamos uma filtragem com os parametros do programa (score primario > 2,0, erro
<10 ppm, minimo de 1 espectro reportado e 3 picos assinalados por cadeia), gerando
o padréo de pontes dissulfeto reportado na parte superior da Figura 42. Mapeamos
as pontes C9-C313, C124-C127 e C211-C234, ja preditas (links em vermelho), mas
também detectamos pontes dissulfeto ndo correspondentes com a predicao inicial
(links em verde). O possivel embaralhamento de pontes dissulfeto é uma limitagcao
do experimento de assinalamento por LC-MS. Este fenbmeno é um artefato
experimental, que ocorre espontaneamente durante o preparo de amostra. Em valores
de pH na faixa basica, os grupamentos tiol (-SH) presentes na cadeia lateral dos
residuos de cisteina convertem-se em anions tiolato (S°) que podem realizar um
ataque nucleofilico a ligagbes S-S, formando uma ponte dissulfeto embaralhada. A
temperatura também é um parametro critico neste processo (Glocker et al., 1995;
Tang e Speicher, 2004).

Frequentemente, o embaralhamento ocorre na presenca de cisteinas livres,
mas também pode ser observado em proteinas que apresentam todos 0s seus
residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfeto e que sdo expostas a condigdes
desnaturantes brandas (Tang e Speicher, 2004). Mesmo tomando-se as precaucgdes

necessarias para minimizar o embaralhamento artefatual (digestdes conduzidas em
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pH 6,5 e blogueio de eventuais cisteinas livres por N-etilmaleimida), ndo conseguimos
evitar o embaralhamento de 4 pontes dissulfeto de BJ46a. Mas, na analise manual
dos dados obtidos, estes espectros ndo apresentaram critérios minimos de qualidade
para a validacdo do dado. O uso de proteases que hidrolisam substratos em pH mais
acido, como pepsina, e tempos menores de incubagdo a 37°C podem minimizar o
fendbmeno de embaralhamento para amostras de BJ46a, possibilitando o
assinalamento correto destas pontes.

Apbs a andlise manual dos espectros, as pontes dissulfeto que conseguiram
ser validadas experimentalmente envolvem as cisteinas C9-C313 e C124-C127
(Figura 42 e Figura 43), e serdo consideradas como restricdes espaciais extras para
a modelagem molecular do inibidor BJ46a. A confirmacao da ponte C9-C313 indica
gue o primeiro dominio cistatina de BJ46a esta préximo espacialmente do dominio
rico em histidina localizado na por¢ao C-terminal, uma vez que uma ponte dissulfeto
tem a distancia aproximada de 2,04 A (Dombkowski, 2003). E possivel que esta
ligacao justifique o padrdo de cross-links observado para BJ46a em sua forma livre,
onde verificamos um conjunto de links partindo da regido N-terminal ao C-terminal da
proteina (Figura 29 e Figura 30). Esta ligacao das porcdes N- e C-terminais por uma
ponte dissulfeto € uma caracteristica distintiva de fetuinas, reforcando a similaridade

estrutural de BJ46a com este grupo de proteinas (Lee et al., 2009).
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Figura 42: Andlise das pontes dissulfeto de BJ46a pelo software SIM-XL.
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O painel superior (todos os links reportados) indica todas as pontes dissulfeto reportadas pelo programa. Os links em verde correspondem a pontes dissulfeto ndo preditas
e potencialmente geradas artefatualmente. J& o painel inferior indica apenas os cross-links que foram validados pela analise manual dos espectros. Os dominios cistatina

de BJ46a estdo realcados em rosa, enquanto que os sitios de N-glicosilacdo, em azul
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4.4 - ANALISE DO COMPLEXO BJ46a — JARARAGINA POR TROCA ISOTOPICA
HIDROGENIO/DEUTERIO (HDX-MS)

4.4.1 — Construcdo de um sistema especializado para aquisicdo de dados de
HDX-MS

O monitoramento da troca isotdpica hidrogénio/deutério por espectrometria de
massas € um desafio analitico. Devido a labilidade da marcacéo isotopica, o sistema
precisa ser construido para que ndo haja mudancas significativas no nivel de
incorporacdo, isto é, ndo podem ocorrer perdas excessivas de deutério (back-
exchange) e nem mais deutério pode ser incorporado apos a finalizacdo do
experimento de incorporacao (forward-exchange). Para isso, todas as conexdes do
sistema em contato com a amostra precisam ser mantidas continuamente em
condigBes favoraveis para um valor minimo de kch, 0°C e pH 2,5 (subsecéo 1.4.1.2,
capitulo 1).

Para a etapa de hidrélise, o uso de colunas cromatograficas com enzimas
imobilizadas € o ideal para andlises de HDX-MS, pois a propor¢cdo enzima/substrato
€ significativamente maior devido a imobilizacdo, o que aumenta a eficiéncia da
digestao enzimatica. A separagao cromatografica dos peptideos resultantes deve ser
feita a 0°C e com gradientes rapidos, para minimizar a taxa de back-exchange
resultante do contato do analito deuterado com a agua contida na fase movel.
Gradientes muito rapidos resultam em perda de resolucdo cromatografica, mas esta
limitacdo pode ser parcialmente contornada aumentando-se o numero de pratos
tedricos, pelo uso de colunas com tamanhos menores de particula. Além disso,
devemos levar em consideracdo o aumento da pressdao devido ao aumento da
viscosidade do solvente devido a baixa temperatura e ao uso de colunas com
pequenas particulas. Logo, o0 sistema deve ser equipado com bombas
cromatograficas capazes de trabalhar nestes niveis de pressdo (Engen e Wales,
2015). Por fim, o sistema deve permitir a integracéo eficiente com o espectrometro de
massas, para o inicio da aquisi¢cdo dos espectros MS1.

Implementamos no Laboratério de Toxinologia (Instituto Oswaldo Cruz /
FIOCRUZ) um sistema para aquisicdo de dados de HDX-MS para esta tese. O
equipamento é composto por duas bombas quaternarias Surveyor (Thermo Scientific),

uma valvula de injecdo manual (Rheodyne) conectada a um loop de amostragem de
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50 pL e uma vélvula de 10 vias (Valco); as valvulas estdo adaptadas em um elevador
manual, que, ao ser abaixado, submerge todas as conexdes do sistema em um tanque
a 0°C, como demonstra a Figura 44. O tanque tem capacidade para 65 L e possui
serpentinas acopladas por todo o interior e uma turbina de circulagdo de 2000 L/h
localizada no fundo para a constante mistura da solucédo refrigerada de agua/etanol
(Figura 45). A temperatura € mantida continuamente a 0°C por um circulador
termostatico (Multitemp IV, GE Healthcare). Todas as fases moveis, antes de
entrarem em contato com a amostra, sao resfriadas a 0°C por serpentinas (Figura
46).

As bombas quaternarias sdo controladas pelo software Janeiro Il (Flux
Instruments) e a integracao entre o sistema de HDX-MS e o espectrémetro de massas
é feita por meio de um temporizador (relé) que é ativado manualmente imediatamente
apos a injecao (interruptor de partida do sistema, demonstrado na Figura 44). Uma
vez que a amostra esteja no sistema, uma das bombas quaternérias (chamada de
sample pump), mantida em condi¢ao isocratica (100 pL/min em acido formico 0,23%
em agua), desloca a amostra do loop de amostragem para a coluna de pepsina-
agarose, para a hidrélise da amostra. Os peptideos resultantes serdo capturados e
dessalinizados em coluna submersa de guarda C18 conectada a valvula de 10 vias
(Figura 46). Eventuais fragmentos proteicos nédo digeridos pela pepsina imobilizada
sdo capturados por um dispositivo posicionado logo na saida da coluna de pepsina-
agarose (Figura 47, coluna pepsina-agarose, pega marrom).

Apbs 5 minutos, o relé dispara e a valvula de 10 vias troca de posicao, fechando
a conexao com a coluna de pepsina e agora conectando diretamente a coluna de
guarda C18 a coluna analitica C18, para iniciar a cromatografia de fase reversa. A
segunda bomba quaternaria (chamada de MS Pump), mantida a 40 pL/min, é
responsavel pela execucdo do gradiente de separacdo na coluna analitica para a
separacédo dos peptideos. A saida da coluna analitica esta conectada diretamente via
capilar & fonte de ionizacdo microelectrospray (LESI) do espectrometro de massas
LTQ Orbitrap XL (Figura 46).
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Figura 44: Sistema de HDX-MS implementado no Laboratério de Toxinologia, IOC/FIOCRUZ.

Legenda: 1 — Computador do sistema de HDX-MS, que controla as bombas cromatograficas; 2: Bombas quaternérias; 3: Tanque de refrigeragdo; 4: Interruptor de
partida do sistema; 5: Circulador termostatico.
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Figura 45: Viséo interna do tanque do sistema de HDX-MS.

A solucdo contida no interior do tanque € uma mistura de alcool comercial e 4gua, para impedir o congelamento. Esta mistura é continuamente refrigerada pelas
serpentinas posicionadas em volta de todo o tanque e a turbina de circulacdo efetua a mistura desta solucdo, possibilitando uma temperatura uniforme, medida
continuamente com um termémetro submerso.
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I — ‘\ rpentinas refrigeracao

Figura 46: Visédo das conexdes e partes submersas do sistema de HDX-MS.

Esta visualizacdo corresponde a parte inferior do elevador, que abriga as partes que serdo submersas no banho a 0°C: as serpentinas de refrigeracao da fase mével,
o loop de amostragem, a trap, que concentra os peptideos resultantes da digestédo pela coluna pepsina-agarose, a coluna analitica, que efetua a separacdo destes
peptideos. A saida da coluna analitica est4 conectada a um capilar, que por sua vez esta conectado diretamente a fonte de ionizacdo do espectrémetro LTQ Orbitrap

XL.
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Valvula 10 vias

Figura 47: Vis@o superior do sistema de HDX-MS.
Nesta figura, encontram-se as pecas posicionadas na parte superior do elevador: valvula de injecdo, coluna de pepsina-agarose e a parte superior

da valvula de 10 vias.
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4.4.2 — Otimizacdo das condi¢cfOes experimentais para a curva de incorporacao
de deutério

Previamente a andlise de proteinas e complexos proteicos por HDX-MS, alguns
parametros precisam ser otimizados. Para a curva experimental, o preparo de uma
solucdo adequada para a etapa de desaceleracdo da incorporacdo de deutério
(quench) garante a retencdo da marcacao isotopica, favorece a posterior digestao
proteolitica e minimiza a variancia de back-exchange entre diferentes replicatas
experimentais (Gallagher e Hudgens, 2016; Wang et al., 2016). A solu¢do quench
pode ser preparada com acidos compativeis com LC-MS (&cido trifluoroacético / &cido
férmico), tampdes com pKa= 2,5 e, ainda, com desnaturantes e agentes redutores
(Wang et al., 2016; Masson et al., 2017).

Para a andlise de BJ46a e jararagina por HDX-MS, é imprescindivel o uso de
agentes desnaturantes e redutores na solugdo quench, pois a hidrélise destas
proteinas seria comprometida na auséncia destes reagentes. Inicialmente, testamos
para BJ46a diferentes concentracbes de guanidina-HCI (O, 5 M/ 1M /2 M /3 M) e
uma concentracao fixa (0,2 M) de agente redutor, TCEP, com o objetivo de identificar
qual concentracdo experimental geraria mais peptideos de BJ46a. Incubamos a
amostra por 30 minutos a 56°C antes da injecao no sistema, sendo o espectrébmetro
configurado em modo MS/MS. Apéds a busca e identificacdo dos peptideos pelo
software PEAKS Studio, construimos um diagrama de Venn baseado no niamero de
peptideos identificados para analisarmos a melhor concentracdo de guanidina-HCI
para os testes subsequentes. Os resultados estéo ilustrados na Figura 48.

Para BJ46a, a maior parte dos peptideos (80 peptideos, ou 69,6% do total) sdo
compartilhados com as quatro concentragfes de guanidina-HC| testadas. Ao
aumentarmos a concentragdo para 1 e 2 M, ndo verificamos aumento do numero de
peptideos; o mesmo resultado foi observado para a incubacao de BJ46a com 3 M de
Guanidina-HCI. Mas, a cada aumento na concentracado de guanidina-HCl acima de
0,5 M, detectamos um maior nimero de peptideos de pepsina oriundos da coluna de
pepsina-agarose, indicando que as demais concentragcdes promovem aumento da
autolise da enzima imobilizada. Para HDX-MS, a presenca de ions oriundos de outras

fontes que ndo a amostra aumenta o ruido do espectro e prejudica as analises (Engen
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e Wales, 2015). Portanto, nas etapas subsequentes, trabalhamos com a concentracao
de 0,5 M de guanidina-HCl e 0,2 M de TCEP como solugéo quench.

A - BJ46a

Guanidina 1M (103) Guanidina 2M (90)

Guanidina 0.5M ~ Z Guanidina 3M
(96) (95)

B - Pepsina

Guanidina 1M (43) Guanidina 2M (60)

Guanidina 0.5M ~ - Guanidina 3M
(34) (103)

Figura 48: Diagramas de Venn relativo ao numero de peptideos identificados de BJ46a (painel A) e pepsina
(painel B) em diferentes concentra¢6es de guanidina-HCI.

Os numeros entre parénteses indicam o total de peptideos detectados em cada condigdo experimental.
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A segunda etapa de otimizagcdo do processo avaliou os parametros de
voltagem e temperatura do capilar da fonte YESI. Fontes de ionizacdo com
temperaturas um pouco mais brandas séo ideais para o estudo, uma vez que menos
deutério é perdido na etapa de ionizacdo da amostra (Engen e Wales, 2015).
Testamos duas condi¢bes diferentes de voltagem e temperatura de capilar: 4,5 kV e
150°C e 3,5 kV e 100°C. A solucdo quench empregada consistiu de guanidina-HCI
0,5 M, TCEP 0,2 M, com a adi¢do de tampao fosfato de sédio 0,2 M para manter o pH
da solucdo em 2,5 e incubacdo da amostra por 2 minutos a 0°C. A Tabela 9
demonstra a cobertura de sequéncia e o numero de peptideos identificados para
BJ46a nestas duas configuracfes da fonte. Nao foram detectadas diferencas quanto
a cobertura de sequéncia do inibidor, que foi mantida em 68% e ilustrada na Figura
49. Com excecao das regides do inibidor que apresentam os sitios de N-glicosilacéo,
obtivemos uma cobertura satisfatoria das demais regifes, com peptideos
sobrepostos, 0 que é importante para andlise de HDX-MS. Apesar de nao
verificarmos diferencas em termos de cobertura de sequéncia, houve uma queda
(7,4%) no numero de peptideos identificados quando reduzimos a voltagem e a
temperatura do capilar da fonte. E possivel que essa diferenca seja dada tanto pelo
carater estocastico da analise DDA, quanto condices um pouco mais brandas de
ionizacdo nao foram suficientes para levar estes analitos para a fase gasosa. Mas,
analisando-se a relacéo custo/beneficio, adotamos a configuracéo de 3,5 kV e 100°C

com vistas a maior retencao de deutério nas analises de HDX-MS.

Tabela 9: Cobertura de sequéncia e niumero de peptideos detectados para o inibidor BJ46a em duas

configuracdes da fonte de ionizac&o pPESI.

0,5 M guanidina-HCI, 0,2 M TCEP, 0,2 M fosfato de sédio pH
BJ46a 2,5
45 KkV, T =150°C 3,5 kV, T=100°C
Cobertura de sequéncia 68% 68%
Numero de peptideos 94 87
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Figura 49: Cobertura de sequéncia de BJ46a utilizando uma solu¢édo quench contendo 0,5 M guanidina-HCI,
0,2 M TCEP e 0,2 M fosfato de sédio, pH 2,5, e com a voltagem e a temperatura do capilar da fonte
configurados para 3,5 kV e 100°C, respectivamente.

Cada linha em azul, abaixo da sequéncia, indica um peptideo identificado para BJ46a pela abordagem PSM
(PEAKS DB) e cada linha em cinza, um peptideo identificado por sequenciamento de novo. Os quatro sitios de
N-glicosila¢éo do inibidor estéo realgados em vermelho.

Em seguida, analisamos a cobertura de sequéncia obtida para jararagina
utilizando a mesma solu¢do quench empregada para BJ46a, seguido de incubacao
por 2 minutos a 0°C. Testamos duas faixas diferentes para o espectro MS1, m/z 300
— 1500 e 300 — 2000, e os resultados das buscas estdo na tabela abaixo:

Tabela 10: Coberturade sequéncia e nimero de peptideos identificados parajararagina utilizando a solugao
quench 0.5 M Guanidina-HCI, 0,2 M TCEP, 0,2 M fosfato de sddio pH 2,5, em duas faixas de m/z para o
espectro MS1.

0,5 M Guanidina-HCI, 0,2 M TCEP, 0.2 M Fosfato de Sédio
Jararagina pH 2,5
m/z 300 - 2000 m/z 300 - 1500
Cobertura de sequéncia 50% 48%
Numero de peptideos 83 81
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Obtivemos, nestas condi¢des, uma média de 50% de cobertura de sequéncia
de jararagina, inferior ao que foi registrado para o inibidor BJ46a. No mapa de
cobertura representativo, ilustrado na Figura 50, verificamos que ha uma boa
cobertura para a primeira metade do dominio metaloendopeptidase (1-110), mas uma
baixa cobertura para os dominios desintegrina e rico em cisteina. Assumindo-se que
jararagina apresente a mesma ordenacéao das pontes dissulfeto de botropasina, estas
regides concentram a maior parte das pontes da toxina, 13 no total (Muniz et al.,
2008). E possivel que estas condi¢cdes de desnaturacio e reducéo ndo tenham sido
suficientes para abrir toda a molécula e, por isso, ndo ocorreu uma hidrélise
significativa nestas regides, indicando que esta solu¢cdo quench ndo é a adequada
para analisarmos jararagina e, consequentemente, o complexo BJ46a - jararagina por
HDX-MS.
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Figura 50: Mapa de cobertura de sequéncia para jararagina, na faixa de m/z 300 — 2000.

Cada linha em azul indica um peptideo identificado para jararagina na abordagem PSM (PEAKS DB) e cada
linha em cinza, um peptideo identificado por sequenciamento de novo. Os peptideos marcados com um icone
“P” em vermelho, na extremidade N-terminal da sequéncia, indicam peptideos com &cido piroglutamico (Am =
17,03 Da).

De fato, para que haja uma andlise robusta de dados de HDX-MS, as pontes
dissulfeto precisam ser reduzidas eficientemente; porém, esta redu¢cdo ndo pode
ocorrer antes ou durante a reacdo de incorporagdo de deutério, sob pena de
modificacdo da conformacéo proteica e invalidacdo dos resultados (Zhang et al.,
2010). Portanto, decidimos avaliar, para BJ46a e jararagina, o método desenvolvido
por Yan e colaboradores para a aquisicdo de dados de HDX-MS para o fator
estimulante beta de colbnias de macrofagos recombinante (rHM — CSFf), uma
proteina que possui 9 pontes dissulfeto em sua estrutura (Yan et al., 2002).

Neste método, ao final de cada ponto experimental da curva de incorporacao
de deutério, a amostra € misturada com uma solugcéo quench contendo ureiaa 8 M e

TCEP a1 M, pH 2,5; a propria mistura de ureia e TCEP nestas concentra¢cdes mantém



122

o pH ideal para a etapa de quench, sem a necessidade de adicionar sais para
tamponar a solucdo. A amostra é entdo imediatamente congelada e incubada a -80°C
por até 72 h antes da analise. No momento da injecdo no sistema de HDX-MS, a
amostra € ainda incubada por 6 minutos em gelo para completar a reducao das pontes
dissulfeto (Yan et al., 2002).

Assim, reproduzimos o método descrito para jararagina, com o objetivo de
verificar se ha um ganho em termos de cobertura de sequéncia e de numero de

peptideos identificados utilizando-se esta abordagem.
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Figura 51: Cobertura de sequéncia (A) e niumero de peptideos (B) detectados para jararagina (barras em

azul) e pepsina (barras em verde) utilizando uma solugdo quench contendo ureia8 M e TCEP 1 M, em

diferentes intervalos de incubac&o a -80°C.

A Figura 51 demonstra os resultados obtidos para jararagina neste método.
Com relacéo a porcentagem de cobertura de sequéncia, demonstrada no painel A da
figura, aumentamos para 74 % a cobertura ja nas primeiras 24 h de incubacao a -
80°C, um acréscimo de 48 % em relagdo a abordagem anterior. Nos tempos
subsequentes, obtivemos uma média de 77 % e 66 % de cobertura para48 he 72 h,
respectivamente. Com relacdo ao numero de peptideos, obtivemos uma meédia de
71, 64 e 74 peptideos para 24 h, 48 e 72 h. Estes resultados iniciais indicam que,

provavelmente, a maior cobertura de jararagina se da entre 24 e 48 h de incubagéo a
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-80°C, 0 que é positivo, visto que quanto menor for o tempo entre a desaceleracéo da
incorporacao de deutério (quench) e a analise por espectrometria de massas, menor
sera também a taxa de back-exchange (Wang et al., 2016). Realizamos um segundo
experimento para andlise de intervalos mais curtos de incubacéo, até 24 h, a -80°C
(Figura 52), mas notamos um aumento significativo da cobertura de sequéncia de
pepsina, um indicativo de que a concentracéo elevada de ureia e TCEP na solucao

guench degradou a coluna de pepsina, 0 que compromete as analises futuras.

)
s

Jararagina
Pepsina

H
o
1

e

N
o
1

% cobertura de sequéncia

e

o
L

Q> > S X
L A A 2
tempo de incubacgao -80°C

Figura 52: Cobertura de sequéncia para jararagina e pepsina em tempos de incubacéo de até 24h a -80°C.

Assim, adicionamos um passo de diluicdo 1:1 da amostra imediatamente antes
da injecédo no sistema de HDX-MS, com uma solucéo de acido férmico 0,23 % pH 2,4
resfriada a 0°C, para minimizar danos a coluna de pepsina-agarose. Realizamos
entdo um novo experimento de incubacao a -80°C com jararagina, incluindo a etapa
de diluicdo e com uma nova coluna de pepsina-agarose, como demonstra a figura

abaixo:
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Figura 53: Coberturas de sequéncia obtidas para jararagina e pepsina em diferentes tempos de incubacé&o

e apos diluicdo da solugcdo quench imediatamente antes da injegcdo da amostra no sistema de HDX-MS.

Apods a diluicdo, reduzimos significativamente a presenca de pepsina nas
analises; para jararagina, a cobertura de sequéncia atingiu 57% nas primeiras 24h de
incubacédo, e, nos tempos subsequentes, ndo ocorreu um aumento significativo da
cobertura, demonstrando que 24h é o intervalo adequado para a incubacdo das
amostras. Em seguida, realizamos uma série de aquisicdes em diferentes intervalos
de m/z (conforme descrito no capitulo 3, subitem 3.2.20.1) para a construcéo da lista
de peptideos para a posterior analise das curvas de deuteracdo. Nestas condi¢des
finais de otimizacédo, obtivemos 55% de cobertura para a toxina jararagina, e 63% de
cobertura para o inibidor BJ46a. Os mapas finais de cobertura de sequéncia estao
ilustrados na Figura 54 e na Figura 55.

Para jararagina, obtivemos mais peptideos sobrepostos na parte final do
dominio metaloendopeptidase (residuos 161-205) e para a parte inicial do dominio
desintegrina (residuos 206 — 215) e em parte do dominio rico em cisteina (residuos
321 — 345). Porém, mesmo com o protocolo otimizado, ainda ha partes do dominio
desintegrina e rico em cisteina sem cobertura de sequéncia, o que pode estar
correlacionado com a especificidade da enzima pepsina em condigbes de HDX-MS,

que cliva preferencialmente onde ha residuos de fenilalanina e leucina na posicéao P1;
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residuos de histidina, lisina, arginina e prolina nesta posicdo proibem a clivagem.
Residuos de prolina também n&do podem assumir a posicdo P2 (Hamuro et al., 2008),
e estas regides apresentam poucos sitios de clivagem para pepsina nestas condicdes.
J& para o inibidor BJ46a, obtivemos uma cobertura de sequéncia com uma boa
quantidade de peptideos sobrepostos, excetuando-se as regifes que apresentam
sitios de N-glicosilacdo; em muitas proteinas, a extenséo, ramificacdo e carga dos

glicanos N-ligados conferem resisténcia a protedlise (Costa et al., 2014).

Jararagina

1  EQQRYDPYKY IEFFVVVDQG TVTKNNGDLD KIKARMYELA NIVNEIFRYL YMHVALVGLE IWSNGDKITV KPDVDYTLNS [BIPyro-glu from Q (-17.03)
B
B

——————

21 FAEWRKTDLL TRKKHDNAQL LTAIDFNGPT IGYAYIGSMC HPKRSVGIVQ DYSPINLVVA VIMAHEMGHN LGIHHDTGSC
—
-

—

1¢l SCGDYPCIMG PTISNEPSKF E‘SIQCW DFIMNENPEC IINEPLGTDI ISPPVCGNEL LEVGEECDCG TPENCQNECC

—————

—
I—

241 DAATCELESG SQCGHGDCCE QCEFSKSGTE CRASMSECDP AEHCTGQSSE CPADVFHKNG QPCLDNYGYC YNGNCPIMYH
I—
—

321 QCYALFGADV YEAEDSCFKD NQKGNYYGYC RKENGKKIPC APEDVECGRL YCEDNSPGQN NPCEMFYSND DEHKGMVLPG

401 TECADGEVCS NGHCVDVATA Y

Figura 54: Coberturade sequéncia obtida para jararagina na etapa final da otimizac&o do protocolo de HDX-
MS.

Cada linha em azul indica um peptideo identificado para jararagina na abordagem PSM (PEAKS DB) e cada linha
em cinza, um peptideo identificado por sequenciamento de novo. Os peptideos marcados com um icone “P” em
vermelho, na extremidade N-terminal da sequéncia, indicam peptideos com acido piroglutdmico (Am = -17,03
Da). O sitio de N-glicosilacéo da toxina esté realgcado por um retangulo vermelho.
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BJ46a

. SQVRGDLECD EKDAKEWTIDT GVRYINEHKL HGYKYALNVI KNIVVVPWDG DWVAVEFLKLN LLETECHVLD PTPV@R

21 PQHNHAVEMD CDVKIMFNVD TFKEDVFAKC HSTPDSVENV RRNCPKCPIL LPSNNPQVVD SVEYVLNKHN EKLSDHVYEV

]
—
I —————

161 LEISRGQHKY EPEAYYVEFA IVEVNCTAQE LHDDHHHCHP NTAGEDHIGF CRATVFRSHA SLEKPKDEQF ESDCVILHVK

241 EGHAHSHLIQ QHVEKDSISP EHNNTALNFV HPHNDTSTSH ESHEHLAEVP VAFVKKELPK DISDRHTTPV KGCPGKVHHE

LB

Figura 55: Cobertura de sequéncia obtida para BJ46a na etapa final da otimiza¢&o do protocolo de HDX-MS.

Cada linha em azul indica um peptideo identificado para BJ46a na abordagem PSM (PEAKS DB) e cada linha
em cinza, um peptideo identificado por sequenciamento de novo. Os sitios de N-glicosilagdo estéo realcados
por um retangulo vermelho.
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4.4.3 — Curva experimental de incorporacao de deutério

Para a curva experimental de incorporacdo de deutério, o complexo entre
BJ46a e jararagina, bem como os controles do inibidor e toxina livres, foram incubados
por 15 minutos a 25°C; a amostra foi entdo transferida para um tampao preparado
com D20, conforme descrito no capitulo 3, subitem 3.2.19. Aliguotas das amostras
deuteradas foram retiradas nos intervalos de tempo de 10, 100, 1000 e 10.000 s,
rapidamente misturadas com uma solugéo quench de ureiaa 8 M, TCEP 1 M a 0°C,
congeladas em N: liquido e incubadas por 24 h a -80°C antes da andlise por
espectrometria de massas, utilizando o sistema de HDX-MS descrito no subitem 4.4.1
deste capitulo.

A Figura 56, Figura 57 e a Figura 58 demonstram os cromatogramas de
ions obtidos para a andlise de BJ46a livre, jararagina livre e o complexo BJ46a —
jararagina, respectivamente. O perfil cromatografico de cada amostra, em diferentes
tempos de exposicdo ao deutério, manteve-se constante, assim como 0s tempos de
retencdo cromatografica de cada pico, o que é importante para a analise dos dados
pelo software especifico de HDX-MS, o HDExaminer.

Para a etapa inicial da analise das curvas de deuteracao, o software deriva, a
partir de uma lista experimental previamente construida de peptideos de BJ46a e
jararagina, envelopes isotdpicos tedricos para cada entrada da lista. O algoritmo
busca entdo, nos arquivos brutos (.raw files) correspondentes, o envelope
experimental melhor sobreposto ao envelope calculado e que esteja proximo ao
tempo de retencdo experimentalmente determinado da lista. Se as sobreposicdes
forem adequadas, o algoritmo extrai as centroides relativas a cada envelope
experimental e, tendo a centroide relativa ao tempo de 0 s e o valor maximo de
deuteracéo tedrica por peptideo (calculado com base na porcentagem final de D20 na
solucdo de marcacao) como referéncias, o software calcula os niveis de deuteracéo
para cada tempo experimental, por peptideo detectado.

A partir destes calculos, podemos criar um mapa de deuteracao (heatmap), que
demonstra, para cada regido proteica, os niveis de deuteracdo ao longo de toda a
estrutura primaria, mapeada nos diferentes tempos de exposicdo ao deutério. Tais
representacfes fornecem uma analise global dos resultados de HDX-MS (Sarpe e
Schriemer, 2016). Além disso, podemos derivar curvas de incorporacdo que

correlacionam o nivel de deuteracdo de cada peptideo ao tempo de exposi¢cao a D20
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em diferentes condi¢des experimentais, o que é Util para mapear regides diferenciais

de incorporacao de deutério.



129

Os:

Base peak: 3,26 x 10°

RT. 000 - 21 49
100 1028
20
= 495 551
807
= a4 46
70
= =
60
= = 610
2 50 6. 41
a —
b =
8 a0
o =
30 7.13
= a4 30 9. 53
= 907
204047 208 3%° 1093
S BN RS 11,72
10—5 J\~—-:.2‘°2 1424 1537 1884 19.38 21.40
OF——r——7— — T T —r—r—r—— T — T — T Ty
o 2 a & 8 10 12 14 16 1s zo
Time (min)
10s: 100s:
RT. 0002149 . RT 000-2149
d 1028
1007 3,39 x 10° 1005 3,10 x 10°
%03 20
&0 801
3 492 : 495
703 703 490
s 3 450 s 7 430
g 603 & 907
3 %] 605 639 2 50 640
A 4 624
2 407 § .3 |
& 3 = 40
3 712 « 1 714
03 742 30 743
3 437 829 1010 e 1007
N:ooa 176 208 ) H 9.90 | 20 421 o 28%
3 y J 176 188 1
%\J M "JJL\ e 6 188 208 053
'3 AR Rl ST T ST | R | | " \so7e
3 ¢ e 3 i 1168 1438 1560 1943 1979 2122
o T L ] L L] T ¥ ™7 T
r 2 B 6 é 10 1‘2 14 1‘(} 18 2lo [ — - - : ’ . . T T
Tame (min) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
-
1000s: 10.000s:
RT. 0.00-21.49 RT ooo-2128
1028 1021
100 1004
3 3,47 x 10° E 3,16 x 10°
a0 90
801 80
70 ro_:
] 485
8 3 . 3 487
§ oo 445 5 60 443
50 1‘05
5 ] 837 g 13
3w % jos2
E & 3 :
E 710 ] 409
304 737 30 731
1 430 ]
et rBZ! 1008 20 |s722‘ i '816 978
] 278 | M :.,,.ftﬁ 1066 45 59
: :M\M 1073 4138 3 | If
03 i { v Lﬂ}‘ TS 1424 1467 18431 2035 2131 10 Mgid AL 1222 1310 1489 1840 2051 2117
34— ~— + + —r T —r - +— -+ o3 e — T ——— - + —
[ 2 : é M 10 12 14 15 18 20 0 2 H & 8 10 12 14 16 18 20
Time (men) Tane {men)

Figura 56: Cromatogramas de ions representativos obtidos para a anédlise da curva de deuteracdo de BJ46a

livre.
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Figura 57: Cromatogramas de ions

jararagina livre.

representativos obtidos para a analise da curva de deuteracdo de
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Figura 58: Cromatogramas de ions representativos obtidos para a andlise da curva de deuteracdo do

complexo BJ46a - jararagina.
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A Figura 59 ilustra o heatmap obtido para o inibidor BJ46a em seu estado livre,
em cada um dos tempos de exposicdo a deutério. Com relacdo a cobertura de
sequéncia (barras localizadas na parte superior da estrutura primaria) obtivemos
informacao de incorporacao isotdpica para os dois dominios cistatina (residuos 3-111
e 122 — 235) e para parte do dominio rico em histidina (236-322), com excecao das
regides que apresentam glicanos N-ligados, como ja havia sido demonstrado nas
etapas de otimizacdo das condicdes experimentais de HDX-MS.

Com relacdo a incorporacdo isotOpica, ao observarmos o0 heatmap
conseguimos distinguir regides com alta incorporacdo isotdpica (> 80%, regides
marcadas em laranja e vermelho), média incorporacédo (entre 40 — 60%, em amarelo
e verde) e regides de baixa incorporacao (< 30%, em azul). Conforme discutido no
capitulo 1, a troca H-D em amidas do backbone proteico requer a abertura transiente
da estrutura local para que haja a incorporagéo. Dessa forma, a taxa de incorporagéo
isotépica em uma dada regido proteica é influenciada por parametros como a
acessibilidade ao solvente, redes de ligacdo de hidrogénio e efeitos indutivos e
estéricos (Mc Allister e Konermann, 2015).

Para o primeiro dominio cistatina de BJ46a, mapeamos regides com alta taxa
de incorporacao isotépica jA em 10 s de exposicao a D20, localizadas na parte inicial
da extremidade N-terminal do inibidor. Akashi e Takio aplicaram a técnica de HDX-
MS ao estudo de uma cistatina purificada de ovo de galinha e observaram o mesmo
comportamento para a porcdo N-terminal da proteina, com mais de 65% dos
hidrogénios amidicos substituidos por deutério em 1 min de exposicéo a D20 (Akashi
e Takio, 2000). Analises por RMN para esta mesma cistatina indicaram que 0s oito
primeiros residuos N-terminais sdo desestruturados (Dieckmann et al., 1993). Visto
que BJ46a apresenta 0 mesmo comportamento de troca isotOpica nesta regido, €
possivel que a flexibilidade inerente desta regido faca com que os hidrogénios
amidicos troguem mais rapidamente do que se estivessem localizados em regides
estruturadas, pois regides desordenadas passam mais tempo em conformacdes que
favorecem a desprotecéo dos hidrogénios amidicos (Weis, 2016).

A partir de uma analise subtrativa, conseguimos sublocalizar as regides de
incorporacao do inibidor em sua forma livre, valendo-se dos niveis de incorporacao
de deutério no ponto de 10.000s para todos os peptideos sobrepostos de cada regido

(Burns-Hamuro et al., 2005). A Figura 60 demonstra o resultado desta analise.
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Localizamos pequenos trechos correspondentes ao primeiro dominio cistatina (23 —
27, 38 — 44, 53-66, 92-97) e no 2° dominio cistatina (131-133 / 144-146 / 156 — 159 /
161-162 / 176-180) onde ndo ocorreu nenhuma incorporacdo isotopica;
provavelmente, os hidrogénios amidicos desta regido podem estar envolvidos nas
redes de ligacdo de hidrogénio que estabilizam o enovelamento caracteristico de
dominios tipo cistatina, composto de cinco fitas B antiparalelas cruzadas por uma a-
hélice (Nandy et al., 2012).

Ainda assim, o padrdao de incorporagdo isotopica obtido para o 1° dominio
cistatina € ligeiramente diferente do observado para o 2°, onde comparativamente ha
mais regides com maior incorporacao de deutério (Figura 59). Isso pode indicar que,
apesar dos dois dominios serem considerados do tipo cistatina — portanto
compartilham de um mesmo enovelamento proteico global — estas diferencas no perfil
de incorporacao isotopica levantam a hip6tese de que os dominios possam apresentar
algumas particularidades estruturais e/ou de dinamica que podem resultar em
mudancas na acessibilidade ao solvente e em redes de ligacdes de hidrogénio, por
exemplo, e isso se reflete no dado de HDX-MS.

Ja para o dominio rico em histidina, o heatmap demonstra que ja em 10 s de
exposicdo a D20 ha uma incorporacao de 50%; em 100s, salta para 60% e este nivel
de deuteracdo se mantém constante nos tempos subsequentes de 1000 e 10.000s,
indicando que, assim como o N-terminal, ha também uma incorporacdo de deutério
significativa na porcdo C-terminal de BJ46a. Entretanto, os dados disponiveis na
literatura sobre este dominio em particular sdo escassos, ndo sendo possivel

correlacionar este perfil de incorporacéo isotépica com dados estruturais.
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Figura 59: Mapa de deuteracdo (heatmap) de BJ46a livre.

Os niveis de deuteragdo do inibidor em diferentes tempos de exposi¢édo a deutério (10, 100, 1000 e 10.000 s) estdo representados ao longo de toda a estrutura
primaria de BJ46a como barras coloridas, onde cada cor expressa um nivel de deuteracdo especifico. Os peptideos detectados ao longo de toda a sequéncia do
inibidor estéo representados como barras em verde (alta confianca) e amarelas (média confianga). Os sitios de N-glicosilacdo de BJ46a estdo real¢cados em retangulos

vermelhos.
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Figura 60: Analise subtrativa da incorporagdao isotépica em BJ46a livre ao final de 10.000s de exposi¢cao a D,0.

Nesta analise, todas as regides onde obtivemos informacao de incorporagdo isotopica estéo realcadas em retangulos pretos, e a quantidade de atomos de deutério
incorporado por regiao estéo coloridas de acordo com o esquema. Os residuos de prolina estdo marcados em vermelho pois ndo ha incorporagéo isotdpica nestes

residuos.
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Para a SVMP jararagina, construimos um heatmap (Figura 61) e realizamos a
analise subtrativa (Figura 62) da mesma forma que realizamos para o inibidor BJ46a
em sua forma livre. Ao analisarmos o heatmap de jararagina, verificamos regides de
protecdo e exposi¢do a deutério ao longo de toda a sequéncia da toxina.

O dominio metaloendopeptidase das SVMP apresenta uma estrutura
tridimensional conservada, composta de cinco fitas  paralelas e uma antiparalela
centrais ao dominio e cinco hélices, como demonstrado para botropasina, na Figura
36. Nos primeiros 10 s de exposi¢éo a D20, a maior parte do dominio esta com baixos
niveis de incorporacao isotépica (< 30%), mas ja ha alguns pequenos trechos da
sequéncia que exibem incorporacfes maiores de deutério (> 30%, regibes 60 — 77,
90 - 92, 105 - 115, 133 — 137, 173 — 181, 195 — 201, 203 — 209). No modelo
cristalografico de botropasina (PDB ID: 3DSL, 95% de identidade sequencial para
jararagina), estas regiées correspondem majoritariamente a loops no dominio exposto
ao solvente e porcdes terminais de fitas B e a-hélices. Uma vez que HDX-MS reporta
a estabilidade e dinamica de elementos de estrutura secundaria, € possivel que estas
partes de folhas B e a-hélices tenham uma dinamica diferenciada do restante da
fita/hélice (Konermann, Lars et al., 2011). Ao final da curva de incorporacao isotépica,
em 10.000 s, regides inicialmente protegidas em 10 s de exposi¢cao sofrem o evento
de exposicado do hidrogénio amidico e passam a incorporar deutério, como Vvisto nos
trechos 16 — 37, 86 — 90 e 116 — 127. Ha ainda regides extremamente protegidas da
troca, que nao incorporaram deutério mesmo ap6s 10.000s, como os trechos 39 — 45,
50-52,81-85,101-105, 140 — 144 (Figura 61 e Figura 62). Provavelmente, estas
partes do dominio estdo envolvidas em uma rede estavel de ligacdes de hidrogénio,
e, portanto, o fator de protecdo destes hidrogénios amidicos € elevado. Interessante
notar que a regiao 140-144 é espacialmente proxima do dominio de ligagéo ao zinco,
gque é essencial para a catalise enzimatica de jararagina (Moura-Da-Silva e Baldo,
2012). A coordenacao do atomo de zinco é dada por trés residuos de histidina (H145,
H149 e H155), que se orientam espacialmente a partir de um arcabouco estrutural
dado por uma alca conservada (Met-turn) (Laing e Moura-Da-Silva, 2005). Portanto,
a nao-incorporacdo de deutério nessa regido é compativel com um enovelamento
estavel da molécula, uma vez que estas apresentam taxas muito baixas de

incorporacdao isotopica (Konermann, Lars et al., 2011).
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Para o dominio desintegrina de jararagina (residuos 206 a 297) mapeamos
uma regido de troca mais lenta, com pouca incorporagao de deutério (residuos 211 —
220, 2 atomos de deutério incorporados ap6s 10.000s de exposicao) e duas regides
de troca mais rapida (264 — 275, 7 atomos de deutério incorporados e 278 — 297, 12
atomos). Na estrutura cristalografica de botropasina, ndo foi possivel identificar
elementos de estrutura secundaria para o dominio desintegrina; o dominio €&
essencialmente composto de loops estabilizados por pontes dissulfeto e dois sitios de
ligacdo para ions Ca?*, sendo um ion coordenado pelos residuos V215, L220, E222
e D228, e outro pelos residuos D279, D294, E282 e V295 (Muniz et al., 2008). Estas
particularidades do dominio desintegrina podem fazer com que a regido seja
estruturalmente rigida, o que minimizaria a taxa de troca isotopica (Mc Allister e
Konermann, 2015; Takeda, 2016).

Porém, nossos dados demonstram uma incorporacdo de deutério significativa
nesta regido; é possivel que o dominio desintegrina esteja exposto ao solvente, e com
isso, a rede de ligacdes de hidrogénio provavelmente € o fator determinante na
incorporacdo. O estudo das ligacdes de hidrogénio desta regido em botropasina
indicou que had uma densidade elevada de ligacdes de hidrogénio neste dominio, mas
gue sdo, em sua maioria, bifurcadas — ligagbes que apresentam mais de um doador
ou aceptor e que sdo mais fracas, apresentando entre 50 a 60% da forca de uma
ligacdo candnica (Muniz et al., 2008; Feldblum e Arkin, 2014). Ainda que nao haja na
literatura nenhum trabalho que avalie o impacto de ligacdes de hidrogénio bifurcadas
na incorporacao isotopica, a presenca destas ligacdes parece ndo ter impedido a troca
hidrogénio-deutério no dominio desintegrina de jararagina.

O dominio rico em cisteina de jararagina (residuos 298-421) apresentou um
perfil de incorporacao isotopica com pequenas regides de exposicdo e uma regiao
maior de protecdo (residuos 387 — 418). Estruturalmente, em botropasina, este
dominio é composto de duas pequenas a-hélices e quatro fitas 3 e loops, estabilizados
por pontes dissulfeto e ligacbes de hidrogénio bifurcadas, da mesma forma que o
dominio desintegrina; em particular, a regido 388-396 apresenta uma rede intrincada
de ligacdes de hidrogénio que confere uma estabilidade adicional a regiao (Muniz et
al., 2008). Dessa forma, a regido de protecdo nos residuos 387- 418 é compativel

com o descrito para botropasina. Com relagédo as pequenas regides de desprotecao
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detectadas no dominio, € possivel que estas correspondam aos loops contidos no

dominio.



139

1 EQQRY DPYKY IEFFV VVDQ G TVTKN NGDLD KIKAR MYELA NIVNE IFRYL

90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
86 KTDLL TRKKH DNAQL LTAID FNGPT IGYAY IGSMC HPKRS VGIVQ DYSPI

175 180 185 190 195 200 205 210 215 220

260 265 270 275 280 285 290 295 300 305

345 350 355 360 365 370 375 380 385 390

YMHVA LVGLE

10s
100s
1000s
10000s

NLVVA VIMAH
10s
100s
1000s
10000s

171 PTISN EPSKF FSNCS YIQCW DFIMN HNPEC IINEP LGTDI ISPPV CGNEL LEVGE ECDCG

10s

100s il
1000s
10000s

65 70
IWSNG DKITV KPDVD YTLNS FAEWR

150 155 160 165 170
EMGHN LGIHH DTGSC SCGDY PCIMG

235 240 245 250 255
TPENC QNECC DAATC KLKSG SQCGH

320 325 330 335 340

256 GDCCE QCKFS KSGTE CRASM SECDP AEHCT GQSSE CPADV FHKNG QPCLD NYGYC YNGNC PIMYH QCYAL FGADV YEAED SCFKD

J0s _ I
100s
1000s I |
10000s | H

405 410 415 420

341 NQKGN YYGYC RKENG KKIPC APEDV KCGRL YCKDN SPGQN NPCKM FYSND DEHKG MVLPG TKCAD GKVCS NGHCV DVATA Y

10s
100s
1000s
10000s

VAAAANAAANAA

VOONOUBWNE
O000000000
9P 0P oP o o o AP o oP o

Figura 61: Mapa de deuteracdo (heatmap) de jararagina livre.

Os niveis de deuteragdo da toxina em diferentes tempos de exposicéo a deutério (10, 100, 1000 e 10.000 s) estéo representados ao longo de toda a estrutura priméaria
de jararagina como barras coloridas, onde cada cor expressa um nivel de deuteracdo especifico. Os peptideos detectados ao longo de toda a sequéncia da toxina

estdo representados como barras em verde (alta confianga) e amarelas (média confianga).
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Figura 62: Andlise subtrativa da incorporacéo isotdépica em jararagina livre, ao final de 10.000s de exposicéo a D20O.

Nesta andlise, todas as regides onde obtivemos informacao de incorporacéo isotdpica estéo realcadas em retangulos pretos, e a quantidade de atomos de deutério
incorporado por regido estéo coloridas de acordo com o esquema. Os residuos de prolina estdo marcados em vermelho pois ndo ha incorporacgao isotopica nestes

residuos.
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Apds a analise da incorporacdo isotopica de BJ46a e jararagina livres,
prosseguimos para a analise do perfil de incorporacdo destas proteinas quando em
complexo, por meio de graficos residuais, que evidenciam as diferencas na
incorporacao isotépica ao longo de toda a sequéncia, para cada tempo de exposicao
a D20. Para a construcdo deste gréfico, o conjunto de dados de BJ46a e jararagina
nos seus estados livres e em complexo foram submetidos ao teste t de Student;
apenas as mudancas estatisticamente significativas (p-valor < 0,05) foram
consideradas.

Em estudos de interacdo proteina-proteina por HDX-MS, ha trés principais
cenarios que podemos observar em mapas comparativos de incorporacao isotopica,
descritos por Konermann e colaboradores (Konermann et al., 2014). Em um cenério
do tipo 1, ha uma reducdo na incorporacao isotopica de uma dada regido quando
comparado ao controle, devido a formacéao de ligaces de hidrogénio intermoleculares
elou pela interface de interacdo, que pode reduzir a acessibilidade ao solvente e,
consequentemente, as taxas observadas de incorporacao (knpx). No cenario do tipo
2, ainteracao proteina-proteina promove uma maior deuteracéo na regido, oriunda de
rearranjos estruturais para acomodacéao do ligante que expdem os grupamentos N-H
ao solvente. Por fim, h4 o cenario do tipo 0, no qual ndo hd mudanca alguma no perfil
de incorporacao isotépica; como HDX-MS mede primariamente a incorporacao no
backbone proteico, complexos proteicos que sdo mediados por interacdes
eletrostaticas e/ou hidrofébicas, em cadeias laterais de regibes estruturadas nédo
refletirdo mudancas no backbone (Konermann et al., 2014; Kochert et al., 2018).

E importante ressaltar que estes cenarios ndo sdo mutuamente excludentes: 0s
trés cenarios podem coexistir em uma mesma interacdo proteina-proteina e séo tidos
como cenarios hibridos (Konermann et al.,, 2014). Para a interacdo de BJ46a e
jararagina, verificamos um cenario hibrido, onde ha regibes de protecdo e
desprotecao tanto para o inibidor quanto para a toxina (Figura 63 e Figura 68).

Em BJ46a, mapeamos regides diferenciais de incorporacdo no primeiro € no
segundo dominio cistatina; o dominio rico em histidina ndo sofreu diferencas
estatisticamente significativas em sua incorporacgao isotopica (Figura 63 e Figura 66).
No primeiro dominio cistatina, houve uma protecéo significativa na porcdo N-terminal
(residuos 1-42), onde esta regido incorporou 50% menos deutério do que em seu

estado livre (Figura 64). Em 2007, Aoki e colaboradores desenvolveram uma
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abordagem elegante de quimica de proteinas para a determinacédo de fragmentos
ativos de HSF, envolvendo modificacbes quimicas seletivas em alguns residuos e
hidrolises controladas. Os resultados demonstraram que a primeira metade do
primeiro dominio cistatina de HSF é fundamental para a inibicdo da atividade catalitica
de metaloendopeptidases do veneno de P. flavoviridis; além disso, um fragmento
ativo, com atividade anti-hemorragica significativa, foi obtido a partir da hidrdlise do
inibidor com papaina e brometo de cianogénio. Este fragmento corresponde a duas
cadeias polipeptidicas — residuos 5 -89 e 312 — 317 — unidos por uma ponte dissulfeto
(Aoki, Deshimaru, et al., 2007). Portanto, os dados de HDX-MS de BJ46a corroboram
a hipétese de que a primeira metade do dominio cistatina € importante para a inibicéo
de SVMP por estes inibidores. Os dados de HDX-MS parecem restringir a regido
envolvida, o que facilita uma eventual sintese quimica e/ou expressao heterdloga
deste fragmento para futuros testes de inibicdo da atividade catalitica de SVMP in
vitro.

Apesar de BJ46a ndo ser uma cistatina candnica, os dados de HDX-MS de
BJ46a sdo também consistentes com o descrito para uma cistatina purificada de ovo
de galinha, na qual foi observada uma protecao significativa para a por¢céo N-terminal
quando em complexo com papaina; os autores atribuiram esta protecdo significativa
a formacao de ligacbes de hidrogénio intermoleculares (Akashi e Takio, 2000). O
mesmo fenébmeno foi verificado para cistatina C humana, onde a remoc¢édo dos 10
primeiros residuos N-terminais da proteina reduziu a afinidade de ligacdo da cistatina
para catepsinas B e L em trés ordens de magnitude e em 240 vezes para papaina
(Abrahamson et al., 1991). Assim, apesar de BJ46a ter como alvo especifico as
metaloendopeptidases de venenos de serpentes, o inibidor, assim como fetuinas e
outras moléculas, evoluiu de um inibidor ancestral contendo dominios cistatina ativos
(Brown e Dziegielewska, 1997). Esta relagdo evolutiva talvez seja a razdo da
importancia da regido N-terminal para a inibicdo de metaloendopeptidases (HSF /
BJ46a) e para a inibicdo de cisteinoendopeptidases, no caso das cistatinas
verdadeiras.

Aléem do N-terminal de BJ46a, duas outras regides de protecdo foram
mapeadas no primeiro dominio cistatina de BJ46a: uma regido correspondente aos
residuos 38 — 54 e outra, aos residuos 98 — 107. No trabalho de Aoki e colaboradores,

um fragmento maior, correspondente aos residuos 5 — 147, também foi descrito como
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ativo; este pbde ser truncado para o fragmento 5 — 89, sem perda de atividade
hemorragica (Aoki, Deshimaru, et al., 2007).

Para o segundo dominio cistatina de BJ46a, mapeamos duas regibes de
exposicao (156 — 162, 175 — 179) e uma regido de protegcdo (228 - 258), como
demonstra a Figura 65. Os dados de XL-MS (neste capitulo, subsecao 4.3.2) indicam
a proximidade espacial deste dominio com o dominio metaloendopeptidase de
jararagina, e a deteccao destas mudancas no perfil de incorporacéo isotopica podem
indicar o envolvimento efetivo do segundo dominio cistatina na interacdo BJ46a-
jararagina. Para HSF, ndo h& nenhuma evidéncia na literatura sobre o papel do
segundo dominio cistatina na inibicdo de metaloendopeptidases de P. flavoviridis. E
importante ressaltar que as diferencas na incorporacao isotopica para o 2° dominio
cistatina de BJ46a sdo menos proeminentes do que as observadas para o 1° dominio
cistatina (Figura 63 e Figura 66), indicando que, se ha efetivamente o envolvimento
dos dois dominios cistatina na interacdo com a SVMP jararagina, 0 mesmo nao parece
equitativo. Uma outra hipétese que precisa ser considerada em estudos futuros é a
ocorréncia de efeitos alostéricos, onde o evento de interacdo proteina-proteina pode
influenciar a dindmica — e, consequentemente, a incorporacao isotopica - de regides
distantes da interface de interacdo (Konermann et al., 2014).

Em BJ46a, mapeamos também alguns peptideos onde ocorreu diferenca
significativa de incorporacédo de deutério apenas em um ponto de exposicdo a D20
(Figura 67). Estas mudancas podem ser o resultado de pequenas flutuacdes
conformacionais que devem ocorrer em BJ46a tanto em sua forma livre quanto em
complexo. Como a analise de HDX-MS tem um componente temporal, as curvas de
incorporacdo de deutério podem revelar estas flutuacdes estruturais locais nas

diferentes condi¢cOes experimentais.
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Figura 63: Gréfico residual daincorporacéo isotopica de BJ46a em complexo.

Neste gréafico, cada curva representa um tempo de exposigdo a deutério e demonstra o perfil de incorporacao isotdpica ao longo de toda a sequéncia do inibidor. As
linhas horizontais em preto refletem o nivel de significancia. No eixo y, encontra-se a variagdo de incorporagdo de atomos de deutério ao longo de toda a sequéncia
(eixo X, representada por nimeros atribuidos a cada peptideo da sequéncia). Em BJ46a, mapeamos trés regides de prote¢do no primeiro dominio cistatina (1-42, 38-
54, 98-107) e duas regides de exposicao (156 — 162, 175 — 179) e uma de protecdo (228-258) no segundo dominio cistatina.
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Figura 64: Curvas de incorporacao representativas para regiées do primeiro dominio cistatina de BJ46a.

Derivamos curvas de incorporacdo associando o nimero absoluto de atomos de deutério incorporados
(gréficos a esquerda) e para a incorporacéo relativa (graficos a direita) ao longo dos tempos de exposicao a
D20. Nestes graficos, a linha em preto indica o perfil de incorporagéo isotdpica para BJ46a em sua forma livre,
enquanto que a linha em azul reflete a incorporacao isotopica quando em complexo. Os asteriscos em cada
ponto experimental indicam significancia estatistica pelo teste T de Student (p < 0,05).
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Figura 65: Curvas de incorporacéo representativas para regiées do segundo dominio cistatina de BJ46a.

Derivamos curvas de incorporagdo associando o numero absoluto de atomos de deutério incorporados
(gréficos a esquerda) e para a incorporacao relativa (graficos a direita) ao longo dos tempos de exposicao a
D20. Nestes graficos, a linha em preto indica o perfil de incorporacao isotopica para BJ46a em sua forma livre,
enquanto que a linha em azul reflete a incorporacao isotépica quando em complexo. Os asteriscos em cada
ponto experimental indicam significancia estatistica pelo teste T de Student (p < 0,05).
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Figura 66: Analise detalhada da incorporacédo isotépicado inibidor BJ46a em suaforma livre e em complexo

com jararagina, apos 10.000 s de exposicédo a D,O.

Nesta analise, todas as regifes onde obtivemos informacdo de incorporacdo isotOpica estdo realgcadas em
retdngulos pretos, e a quantidade de atomos de deutério incorporado por regido estédo coloridas de acordo com o
esquema. Os residuos de prolina estdo marcados em vermelho pois ndo ha incorporacao isotdpica nestes residuos.
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Figura 67: Regides pontuais de diferenca em incorporagao isotépica para BJ46a.

Nestes peptideos, ocorreram mudancas significativas na exposicao de deutério entre BJ46a em sua forma livre e
em complexo apenas em um Unico ponto de exposi¢do a D20. Nestes gréficos, a linha em preto indica o perfil de
incorporacgéo isotépica para BJ46a em sua forma livre, enquanto que a linha em azul reflete a incorporacao isotopica
quando em complexo. Os asteriscos em cada ponto experimental indicam significancia estatistica pelo teste T de
Student (p < 0,05).
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Para jararagina, as analises demonstraram regifes diferenciais de protecéo
(residuos 101 — 114, 166 — 180) e de exposicao (41-45) estatisticamente validadas no
dominio metaloendopeptidase (Figura 68 e Figura 70). Na estrutura cristalogréafica
de botropasina, a regido 41-45 corresponde a parte central da hélice H2 do dominio
metaloendopeptidase (Figura 36). No conjunto de dados para jararagina livre, esta
regido encontra-se protegida da incorporacdo isotdépica em todos os tempos de
exposicdo a D20 e, no momento que o complexo é formado, esta regido incorpora um
atomo de deutério (Figura 70). E possivel que a interagcdo com BJ46a tenha induzido
uma ruptura de liga¢des de hidrogénio, ou uma mudanga conformacional possa ter
ocorrido de forma a deixar esta regido mais exposta a D20, e esta mudanca é
verificada logo no inicio da curva de incorporacéo (Figura 69).

As mudancas mais substanciais no perfil de incorporacdo isotdpica foram
registradas para as regides 101 — 114 e 166 — 180 que tiveram suas incorporagdes
reduzidas em aproximadamente 10% e 20%, respectivamente (Figura 69).

Para o dominio desintegrina e rico em cisteina de jararagina, verificamos
alteracdes pontuais em alguns peptideos pertencentes a estas regides quando o
complexo BJ46a — jararagina é formado, como demonstra a Figura 71. Como
discutido anteriormente, tais alteracées pontuais na curva de incorporacao de deutério
podem ser resultado de mudancas na dinamica molecular, que inclusive ocorrem em

regides distantes da interface de interacéo proteina-proteina (Konermann et al., 2014).
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Figura 68: Grafico residual daincorporacéo isotopica de jararagina em complexo.

Neste grafico, cada curva representa um tempo de exposicao a deutério e demonstra o perfil de incorporacgéo isotopica ao longo de toda a sequéncia da toxina. As
linhas horizontais em preto refletem o nivel de significancia. No eixo y, encontra-se a variagdo de incorporagéo de atomos de deutério ao longo de toda a sequéncia
(eixo x, representada por nimeros atribuidos a cada peptideo da sequéncia). Em jararagina, mapeamos duas regides de protecdo no dominio metaloendopeptidase
(101 — 114 e 166-180) e uma regido de exposicao (41-45) no mesmo dominio.
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Figura 69: Curvas de incorporacdo representativas para as regifes diferenciais de incorporacdo em

jararagina.

Derivamos curvas de incorporacdo associando o numero absoluto de atomos de deutério incorporados (graficos
a esquerda) e para a incorporacéo relativa (graficos a direita) ao longo dos tempos de exposi¢do a D20. Nestes
gréficos, a linha em preto indica o perfil de incorporagéo isotépica para jararagina em sua forma livre, enquanto

qgue a linha em azul reflete a incorporagdo isotdpica quando em complexo.

experimental indicam significancia estatistica pelo teste T de Student (p < 0,05).

Os asteriscos em cada ponto
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Figura 70: Anélise detalhada da incorporacdo isotOpica de jararagina em sua forma livre e em complexo
com BJ46a, apos 10.000 s de exposicédo a D,O.

Nesta andlise, todas as regides onde obtivemos informagdo de incorporacéo isotdpica estdo realgadas em
retangulos pretos, e a quantidade de atomos de deutério incorporado por regido estdo coloridas de acordo com o
esquema. Os residuos de prolina estdo marcados em vermelho pois ndo ha incorporagdo isotépica nestes
residuos.
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Figura 71: Curvas de incorporacao representativas de mudancas pontuais de incorporacdo isotépica nos

dominios desintegrina e rico em cisteina de jararagina.

Nestes peptideos, ocorreram mudangas significativas na exposicao de deutério entre jararagina em sua forma livre
e em complexo apenas em um Unico ponto de exposi¢do a D20. Nestes gréficos, a linha em preto indica o perfil
de incorporacdao isotépica para jararagina em sua forma livre, enquanto que a linha em azul reflete a incorporacéo
isotépica quando em complexo. Os asteriscos em cada ponto experimental indicam significancia estatistica pelo

teste T de Student (p < 0,05).
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4.5 - INTEGRACAO DOS DADOS DE XL-MS E HDX-MS NA MODELAGEM
MOLECULAR E DOCKING DO COMPLEXO BJ46A-JARARAGINA

4.5.1 — Modelagem molecular da metaloendopeptidase jararagina

Apbs a obtencdo da sequéncia madura da metaloendopeptidase jararagina do
banco de dados UNIPROT (conforme descrito na subsecdo 3.2.21.1, capitulo 3),
iniciamos a modelagem molecular da proteina utilizando o servidor I-TASSER

(disponivel em http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER), um dos melhores

meta-servidores publicos de predicdo avaliados no CASP (Critical Assessment of

Protein Structure Prediction, http://predictioncenter.org/index.cqgi?page=public serv).

A partir da sequéncia de aminoacidos da proteina-alvo (query), o servidor inicia
a busca em bancos de dados ndo-redundantes por sequéncias similares a sequéncia-
alvo, mesmo que distantes evolutivamente, utilizando o algoritmo PSI-BLAST
(Altschul et al. 1997). Na segunda etapa, o PSIPRED (Jones, 1999) realiza a predicéo
de elementos de estrutura secundaria. Na terceira etapa, o meta-servidor LOMETS
(Wu e Zhang, 2007) executa 11 algoritmos para efetuar o threading da sequéncia-alvo
com uma biblioteca ndo-redundante de estruturas proteicas (Yang et al. 2015). Tendo
como base estes alinhamentos iniciais, a sequéncia é dividida artificialmente entre
regides alinhadas com sucesso e regifes ndo-alinhadas. As primeiras sao excisadas
das estruturas-molde identificadas pelo LOMETS para a constru¢do do modelo,
enquanto que as ultimas sdo modeladas ab initio. A constru¢cao do modelo final retine
todos os fragmentos identificados e os trechos modelados ab initio, por meio de uma
série de simulacbes de Monte Carlo e guiado por um campo de forca otimizado
(knowledge-based), utilizando potenciais estatisticos, redes de ligagdes de hidrogénio
e restricoes oriundas dos fragmentos excisados das estruturas-molde (Roy et al. 2010;
Yang et al. 2015).

O algoritmo LOMETS identificou a estrutura cristalografica de botropasina (PDB
ID: 3DSL, resolucéo de 2,7 A) como o melhor molde para a modelagem molecular de
jararagina. O alinhamento da estrutura primaria de jararagina (Jarar) e botropasina
(Bothr) mostra uma diferenca pontual de apenas 18 residuos de aminoacidos (Figura
72). Dez modificagcbes estdo contidas na porcdo N-terminal do dominio

metaloendopeptidase e as oito restantes, em regifes proximas ao sitio ativo.
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Figura 72: Alinhamento de sequéncias entre jararagina (Jarar) e Botropasina (Bothr).

O alinhamento foi realizado utilizando-se o algoritmo PSI-BLAST (configuracdo padréo). Observa-se identidade
sequencial de 95% (400 em 419 residuos), sem gaps na sequéncia.
Marcamos em verde residuos modificados com mesma fung¢éo quimica, em vermelho marcamos as substituicées
por residuos de diferentes propriedades quimicas (missense). A regido conservada referente ao sitio ativo foi
ressaltada em rosa e a sequéncia-consenso referente ao sitio de N-glicosilacdo em amarelo. Os dois motivos ECD
do dominio desintegrina foram marcados em ciano com os sitios de ligacéo a célcio ressaltados em marrom.
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A estrutura cristalogréfica de botropasina € a Unica estrutura de
metaloendopeptidase de classe Plll de B. jararaca depositada no PDB. Cristais de
botropasina foram obtidos a partir da incubacdo da toxina com o inibidor de
metaloendopeptidases POL647 e a unidade assimétrica do cristal apresenta duas
moléculas de toxina; porém, botropasina € monomérica em solucado (Muniz et al.
2008).

A Figura 74 demonstra a estrutura completa da SVMP botropasina. A toxina
apresenta uma estrutura tridimensional em forma de “C” e trés dominios: o dominio
metaloendopeptidase (M), um dominio desintegrina-simile (D) e um dominio rico em
cisteina (C), na sua por¢ao C-terminal.

O dominio metaloendopeptidase, ilustrado na Figura 73, € o dominio catalitico
da toxina e apresenta um enovelamento do tipo a/f8, composto de uma folha 8 paralela
composta por 4 fitas (S1,S2,S3, e S4), uma fita antiparalela (S5) e 4 a-hélices. Ha um
subdominio, composto de uma a-hélice e diversas voltas. O sitio ativo da enzima
apresenta um atomo de zinco catalitico, coordenado pelos residuos H145, H149 e
H155 e por uma molécula de agua (substituida na estrutura cristalogréafica pelo inibidor
POL647). A alca Met-turn, conservada nas metzincinas, auxilia na organizagao
espacial dos residuos de histidina do sitio ativo e é composta pelos residuos
Ci167IMXP171. A estabilidade estrutural do dominio é conferida por um dominio de
ligacdo a célcio (E12, D96, C200 e N203), situado do lado oposto ao sitio ativo e
estabilizando o N-terminal da folha B e por 4 pontes dissulfeto (C120-C200, C160-
C184 e C162-C167) (Muniz et al., 2008). O dominio metaloendopeptidase e o dominio
subsequente (desintegrina-simile) sdo conectados por uma regido de transicao,
composta pelos residuos E204PLGTDIISP213, estruturado na forma de um loop que
promove flexibilidade na orientacdo dos dominios metaloendopeptidase e
desintegrina-simile (Takeda, 2014).

O dominio desintegrina-simile ndo apresenta nenhum elemento de estrutura
secundaria definido, sendo composto primariamente por loops e voltas estabilizadas
por 7 pontes dissulfeto intrinsecas ao dominio (C216-C245, C227-C240, C229-C235,
C239-262, C253-259, C258-284 e C271-C291) e uma ponte adicional com o dominio
rico em cisteina (C278-C310). Assim como no dominio metaloendopeptidase, ha
sitios de ligagcdo ao calcio que participam da estabilizagdo estrutural do dominio
(V215, L220, E222 e D228 e D294, V295, D279, E282, P280). Uma caracteriistica
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importante do dominio desintegrina-simile € a presenca de dois motivos ECD,
relacionados a interacdo das metaloendopeptidases com integrinas de superficie
presentes em plaquetas e células endoteliais (Jia et al. 1997)

O dominio rico em cisteina (C), presente na extremidade C-terminal da toxina,
apresenta também um baixo contetudo de elementos de estrutura secundéria. Ha duas
pequenas a-hélices e quatro fitas . O dominio € estruturalmente estabilizado por 6
pontes dissulfeto (C303 — C315, C322-C372, C337-C383, C350-C360, C367-C409,
C403-C414) e uma rede de ligacdes de hidrogénio.
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Figura 73: O dominio metaloendopeptidase (M) de Botropasina (PDB ID: 3DSL).

O dominio M foi representado na forma cartoon. O subdominio 1 é composto das 4 fitas 3 paralelas representadas
em azul, 1 fita B antiparalela (em cinza), além das 4 a-hélices, coloridas em vermelho. As fitas B paralelas e a
antiparalela formam a folha 3 central do dominio. O sitio ativo do dominio foi representado na forma de bastdes:
0s residuos H145, H149 e H155 coordenam um atomo de zinco (esfera colorida em cinza-escuro). O inibidor
POL647 interage com o 4tomo de zinco, substituindo a agua catalitica em sua forma ativa. O subdominio 2 foi
colorido em laranja, abrigando o residuo H155 e a Met-turn (colorida em verde). O sitio de N-glicosila¢éo foi
representado pelo residuo N183, préximo a uma regido eletrodensa da estrutura cristalografica, possibilitando o
encaixe de uma molécula de N-acetilglicosamina (NAG). Os residuos E12, N203, D96 e C200 (representados em
bastdes) coordenam o atomo de Ca?* (representado pela esfera de Van der Waals, VDW) no sitio de ligacédo a
calcio.
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Figura 74: A estrutura tridimensional completa da SVMP Botropasina (PDB ID: 3DSL).

A SVMP botropasina foi representada na forma cartoon de acordo com o dominio: () Dominio
metaloendopeptidase (M) colorido em cinza; (Il) Dominio desintegrina-simile (D) colorido em rosa e (lll) Dominio
rico em cisteina (C) colorido em verde. As pontes dissulfeto foram representadas em bastdes amarelos para os
atomos Ca, CB E Sy dos residuos de cisteina. O sitio ativo foi representado em forma de bastdes, coloridos de
acordo com o tipo de atomo, pelos residuos H145, H149 e H155 que coordenam o atomo de zinco (esfera colorida
em cinza). Os sitios de ligacdo a céalcio foram representados na forma de linhas para as cadeias laterais dos
residuos envolvidos e na forma de esferas de VDW para 0 atomo de célcio coordenado. O sitio de N-glicosilacédo
foi representado pelo residuo N183 e pela molécula de N-acetilglicosamina ancorada (NAG).
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Apéds a escolha da botropasina como molde e finalizacdo da modelagem de
jararagina, os modelos de menor energia foram organizados em clusters e analisados
pelo algoritmo SPICKER (Zhang e Skolnick, 2004). A partir desta analise, iniciou-se
um novo round de simulagbes com 0os modelos centrais de cada cluster, refinando
possiveis impedimentos estéricos e executando minimizagdes de energia (Yang et al.
2015). Ao final deste processo, 0 I-TASSER reportou até 5 grupos de modelos; a
confianca de cada grupo foi refletida pelo C-score, uma métrica baseada na
significancia do alinhamento da sequéncia-alvo com o molde e com parametros de
convergéncia na etapa de threading pelo LOMETS. O C-score varia de -5,0 a +2,0,
onde quanto maior o C-score, maior sera a confianca no modelo gerado. Modelos
que apresentam um C-score > -1,5 frequentemente apresentam um enovelamento
correto (Yang e Zhang, 2015). A identidade sequencial alta entre botropasina e
jararagina fez com que o C-score obtido para o modelo final de jararagina fosse
excelente, calculado em +1,96.

A Figura 75 ilustra o modelo final de jararagina, com as mesmas caracteristicas
estruturais descritas para a estrutura cristalina de botropasina. O formato em C da
enzima foi preservado, bem como a extensao dos dominios. As modificacdes pontuais
entre a estrutura primaria de botropasina e jararagina foram indicadas representando

o carbono-a de cada residuo modificado por esferas de Van der Waals.
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Figura 75: Modelo estrutural da SVMP jararagina, tendo a estrutura 3DSL (botropasina) como molde.

A imagem apresenta uma visdo em 180° do modelo selecionado de jararagina. Este foi representado na forma
cartoon, colorido de acordo com os diferentes dominios: (I) dominio metaloendopeptidase em cinza, com a a-hélice
gue abriga o sitio ativo colorida em azul; (1) dominio desintegrina-simile colorido em laranja e (l1l) dominio rico em
cisteina colorido em cinza claro. As pontes dissulfeto foram representadas na forma de bastéo para os atomos Ca,
CB e Sy, coloridos em amarelo. As modificages pontuais de residuos foram representadas por esferas de Van der
Waals em ciano.

4.5.1.1 - Validacao dos dados de XL-MS obtidos para jararagina em sua forma livre

Apés a construcdo do modelo tridimensional de jararagina, empregamos o
software Topolink para avaliacgdo do modelo construido. O Topolink calcula as
distancias topolégicas e euclidianas para cada restricdo de distancia gerada por XL-
MS no modelo estrutural, permitindo uma avaliacdo da correspondéncia do modelo
com os dados experimentais disponiveis (Martinez et al., 2017). Para que um cross-
link seja formado em um dado par de residuos, as cadeias laterais precisam estar
acessiveis ao solvente e, uma vez ligado a primeira cadeia lateral, o ALC precisa
percorrer a superficie proteica para atingir a segunda. O calculo da distancia
euclidiana entre o par de residuos fornece um limite minimo para o cross-link, mas é
uma medida incompleta para a medicdo da distdncia maxima, pois néo leva em
consideracdo a geometria da superficie proteica e que partes da proteina podem
obstruir a medida (Bullock et al., 2018).

A Tabela 11 demonstra os resultados da analise do Topolink para as restricoes
de distancia geradas para jararagina livre pelo ALC BS?, enquanto que a Tabela 12
corresponde aos resultados da analise do Topolink para os cross-links zero-length

encontrados com a abordagem XPlex.
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Para o ALC BS?, identificamos um grupo de 38 restricées espaciais, enquanto
gue para a abordagem XPlex, mapeamos 28 restricdes. Tomando como base apenas
distancias euclidianas, validamos 63% das restricbes de distancia derivadas com o
ALC BS?3 e 40% dos cross-links zero-length obtidos a partir da estratégia XPlex.

Ao analisarmos o conjunto de violagGes obtidas para a estratégia BS2,
verificamos que a maior parte dos cross-links néo-validados envolvem o dominio
desintegrina-simile e rico em cisteina; uma menor parte envolve residuos localizados
em alcas do dominio metaloendopeptidase com residuos do dominio rico em cisteina
(cross-links #3,6,7,9). Um padrao similar foi verificado para a estratégia XPlex, onde
a maior parte dos cross-links violados ocorrem em residuos do dominio desintegrina-
simile e em parte do dominio rico em cisteina, regides tidas como menos estruturadas
do que o dominio metaloendopeptidase. Como discutido anteriormente, cross-links
zero-length sdo ligacdes amida ou éster que resultam da ligacdo covalente do
nitrogénio da cadeia lateral de lisina (NC) ou o oxigénio da cadeia lateral de residuos
de serina (Oy) com o grupamento carbonila de um residuo de acido aspartico ou acido
glutamico, seguido de eliminacdo de uma molécula de agua (Ferrari et al. 2018).
Dessa forma, um cross-link zero-length € mais restritivo do que os links observados
com o ALC BS?® e XPlex — diamina e sdo mais dificeis de serem validados em um

modelo estrutural.
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Tabela 11: Andlise pelo software Topolink dos cross-links encontrados para jararagina livre usando o ALC BS?3.

Legenda da tabela: Res1/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracéo dos residuos; Prot.:
proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topolégica (em A) calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topolégica calculada (A); Dist.méax.: distancia méaxima considerada para o cross-link (A); Resultado: resultado
final da andlise pelo Topolink.

DIST
CROSS-LINK RES1 RES2
# RES1 PROT. NUM RES2 PROT. NUM DIST EUCLID DIST. TOPO MAX RESULTADO

1 LYS JAR 31 LYS JAR 33 7.182 13.334 21.800 OK:FOUND
2 SER JAR 63 LYS JAR 71 19.932 26.184 18.000 BAD:LONG
3 LYS JAR 71 LYS JAR 394 32.800 >32.800 21.800 BAD:EUCL
4 LYS JAR 86 LYS JAR 356 16.982 19.045 21.800 OK:FOUND
5 LYS JAR 86 LYS JAR 357 18.817 19.413 21.800 OK:FOUND
6 LYS JAR 86 LYS JAR 366 26.313 >26.313 21.800 BAD:EUCL
7 LYS JAR 86 SER JAR 388 22.576 25.858 18.000 BAD:LONG
8 LYS JAR 86 LYS JAR 394 19.550 19.966 21.800 OK:FOUND
9 LYS JAR 93 LYS JAR 357 30.428 >30.428 21.800 BAD:EUCL
10 LYS JAR 248 SER JAR 251 5.295 6.509 18.000 OK:FOUND
11 LYS JAR 248 LYS JAR 266 21.351 22.685 21.800 BAD:LONG
12 SER JAR 249 LYS JAR 266 21.970 24.575 18.000 BAD:LONG
13 SER JAR 251 LYS JAR 266 16.247 20.469 18.000 BAD:LONG
14 LYS JAR 263 SER JAR 265 7.949 19.771 18.000 BAD:LONG
15 LYS JAR 263 LYS JAR 266 9.383 10.102 21.800 OK:FOUND
16 LYS JAR 263 SER JAR 267 12.526 13.867 18.000 OK:FOUND
17 LYS JAR 263 SER JAR 410 45.570 >45.570 18.000 BAD:EUCL
18 SER JAR 265 LYS JAR 266 5.452 7.439 18.000 OK:FOUND
19 SER JAR 265 SER JAR 267 7.882 >21.150 14.100 BAD:NOTFOUND
20 LYS JAR 266 LYS JAR 357 54.080 >54.080 21.800 BAD:EUCL
21 LYS JAR 266 LYS JAR 373 48.723 >48.723 21.800 BAD:EUCL
22 LYS JAR 266 SER JAR 410 41.242 >41.242 18.000 BAD:EUCL
23 SER JAR 267 LYS JAR 357 52.909 >52.909 18.000 BAD:EUCL
24 LYS JAR 343 LYS JAR 384 16.690 21.109 21.800 OK:FOUND
25 LYS JAR 352 LYS JAR 357 5.642 7.207 21.800 OK:FOUND
26 LYS JAR 356 LYS JAR 357 5.823 9.551 21.800 OK:FOUND
27 LYS JAR 356 LYS JAR 366 20.739 33.612 21.800 BAD:LONG
28 LYS JAR 356 LYS JAR 373 29.901 >29.901 21.800 BAD:EUCL
29 LYS JAR 356 SER JAR 388 19.468 >19.468 18.000 BAD:EUCL
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CROS;-LINK RES1 PROT. :ES':I RES2 PROT. :ES'; DIST EUCLID DIST. TOPO oo RESULTADO
MAX
30 LYS JAR 357 LYS JAR 366 17.194 33.762 21.800 BAD:LONG
31 LYS JAR 357 LYS JAR 373 24.474 >24.474 21.800 BAD:EUCL
32 LYS JAR 366 LYS JAR 373 14.696 18.494 21.800 OK:FOUND
33 LYS JAR 366 LYS JAR 384 15.717 30.845 21.800 BAD:LONG
34 LYS JAR 366 LYS JAR 402 8.726 12.089 21.800 OK:FOUND
35 LYS JAR 373 SER JAR 388 20.275 >20.275 18.000 BAD:EUCL
36 LYS JAR 373 LYS JAR 402 17.072 18.541 21.800 OK:FOUND
37 LYS JAR 373 SER JAR 410 24.891 >24.891 18.000 BAD:EUCL
38 SER JAR 376 LYS JAR 394 19.137 20.750 18.000 BAD:LONG
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Tabela 12: Analise pelo software Topolink dos cross-links encontrados para jararagina livre usando a

abordagem XPlex / Zero-length

Legenda da tabela: Res1/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracéo dos residuos; Prot.:
proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topoldgica calculada para o cross-link (em A); Dist.topo.:
distancia topolégica calculada (A); Dist.méx.: distancia méaxima considerada para o cross-link (A); Resultado: resultado
final da andlise pelo Topolink.

CROS:-LINK RES1 PROT. zfjsl\::l RES2 PROT. zfjsl\; DIST EUCLID T%?’TO 'alz.; RESULT
1 ASP JAR 6 LYS JAR 9 7.865 9.113 9.700 OK:FOUND
2 SER JAR 63 ASP JAR 73 23.867 >23.867 7.000 BAD:EUCL
3 ASP JAR 66 LYS JAR 71 10.146 11.340 9.700 BAD:LONG
4 LYS JAR 71 ASP JAR 73 4.384 4.678 9.700 OK:FOUND
5 LYS JAR 71 ASP JAR 75 9.065 12.552 9.700 BAD:LONG
6 ASP JAR 75 SER JAR 376 43.834 >43.834 7.000 BAD:EUCL
7 SER JAR 80 GLU JAR 83 6.013 7.865 7.700 BAD:LONG
8 GLU JAR 83 LYS JAR 86 5.625 7.176 10.500 OK:FOUND
9 LYS JAR 86 GLU JAR 260 40.262 >40.262 10.500 BAD:EUCL
10 LYS JAR 248 ASP JAR 257 19.727 >19.727 9.700 BAD:EUCL
11 SER JAR 249 GLU JAR 260 17.843 >17.843 7.700 BAD:EUCL
12 SER JAR 249 GLU JAR 270 29.274 >29.274 7.700 BAD:EUCL
13 ASP JAR 257 LYS JAR 263 13.498 >13.498 9.700 BAD:EUCL
14 ASP JAR 257 LYS JAR 266 12.846 >12.846 9.700 BAD:EUCL
15 ASP JAR 257 LYS JAR 373 42.505 >42.505 9.700 BAD:EUCL
16 GLU JAR 260 LYS JAR 263 6.616 7.654 10.500 OK:FOUND
17 GLU JAR 260 SER JAR 265 5.169 5.670 7.700 OK:FOUND
18 GLU JAR 260 LYS JAR 266 8.362 8.501 10.500 OK:FOUND
19 GLU JAR 260 SER JAR 267 12.573 >12.573 7.700 BAD:EUCL
20 LYS JAR 263 GLU JAR 270 17.127 >17.127 10.500 BAD:EUCL
21 SER JAR 265 GLU JAR 270 9.351 >9.351 7.700 BAD:EUCL
22 SER JAR 274 GLU JAR 290 18.220 >18.220 7.700 BAD:EUCL
23 SER JAR 274 ASP JAR 294 10.720 >10.720 7.000 BAD:EUCL
24 SER JAR 274 ASP JAR 416 27.968 >27.968 7.000 BAD:EUCL
25 ASP JAR 279 SER JAR 388 29.233 >29.233 7.000 BAD:EUCL
26 LYS JAR 373 ASP JAR 374 6.105 >14.550 9.700 BAD:NOTFOUND
27 ASP JAR 374 SER JAR 376 5.680 5.958 7.000 OK:FOUND
28 ASP JAR 374 LYS JAR 384 3.979 4.054 9.700 OK:FOUND
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A Figura 76 ilustra, no modelo estrutural de jararagina, todos os cross-links
validados pelo software Topolink (distancias euclidianas e topolégicas validadas
simultaneamente) para as duas estratégias de XL-MS. Para BS?, validamos links em
cada um dos dominios estruturais da toxina, enquanto que para a abordagem XPlex
zero-length, os cross-links validados concentraram-se nos dominios desintegrina e
rico em cisteina.

Apesar da expansao do uso da técnica de XL-MS em problemas relevantes de
biologia estrutural, a incorporacdo das restricbes de distancia em rotinas de
modelagem ainda € um desafio (Schneider et al., 2018). Como discutido
anteriormente, um cross-link pode ser formado entre um dado par de residuos desde
gue a distancia que separa estes residuos seja momentaneamente menor do que o
braco espacador do ALC. Isso faz com que a técnica de cross-linking seja sensivel a
dindmica molecular intrinseca das proteinas, que vai desde movimentos de
flexibilidade local a movimentos coordenados de dominios proteicos (Henzler-
Wildsman e Kern, 2017). Dessa forma, cross-links que excedem a distancia maxima
esperada podem ser explorados para obter informacdes sobre a dinamica destas
proteinas (Chavez e Bruce, 2019). Alguns algoritmos ja tém sido propostos /
desenvolvidos para lidar com flexibilidade molecular durante a validagdo de cross-
links, como o DynamXL (Degiacomi et al., 2017).

Outro fator que precisa ser considerado € a existéncia de cross-links
conflitantes, restricbes que séao oriundas de diferentes conformagdes proteicas em
solucdo, e que, portanto, ndo podem ser explicadas por um unico modelo estrutural,
contribuindo para a ambiguidade do dado (Ferber et al., 2016). Uma possivel
estratégia para minimizar estas restricdes conflitantes seria a adogéo de ferramentas
bioinforméaticas capazes de analisar dados de cross-links de maneira quantitativa. A
abordagem de XL-MS quantitativa € muito recente nos campos da prote6mica
estrutural e da biologia estrutural integrativa, mas que parece bastante promissora
para a distingdo de cross-links oriundos de conformagdes majoritarias ou minoritarias

em solucao (Chen e Rappsilber, 2018).
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Figura 76: Cross-links BS® e zero-length validados no modelo estrutural de jararagina.

O modelo estrutural de jararagina foi representado na forma cartoon colorido em cinza. A hélice central do dominio
metaloendopeptidase, que abriga o sitio ativo, foi colorida em azul e o dominio rico em cisteinas foi colorido em
laranja. Os residuos envolvidos em cross-links foram representados na forma esfera e linha, coloridos em
vermelho, pelos atomos Ca e CB. Os cross-links validados para a estratégia BS® foram representados na forma
linha e esfera coloridos em verde. Os cross-links validados para a estratégia XPlex- zero length foram
representados na forma linha e esfera coloridos em ciano.
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4.5.2 — Modelagem molecular do inibidor BJ46a
4.5.2.1 — Andlise da estrutura primaria

Iniciamos a analise da estrutura primaria do inibidor BJ46a utilizando os
algoritmos PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) e PSIPRED (Jones, 1999). Como
descrito anteriormente, BJ46a possui dois dominios do tipo cistatina, que compreende
os residuos 1-112 e 133-240, respectivamente, e um terceiro dominio denominado de
rico em histidina (Valente et al. 2001). Os algoritmos classificaram o dominio rico em
histidina como nédo estruturado (coil) em toda a sua extensdo, como demonstra a

Figura 77, a sequir.

: 359950000057850000059030904TR0077620825099434839442708096£308659977
Pred: CCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCEEEEEEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEE

AR: SOVEGDLECDERDAREWIDTGVRY INEHELHGYEYALNVIENIVVVEWDGDWVAVELELN
10 20 a0 47 S0 &0
Conf: 55342236689995090500849958715762199085904503248808432133446740001

Pred: EEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCCCO

A%: LLETECHVLDPTEVENCIVEPOHNHAVEMDCODVEIMFNVDTFEEDVEAECHSTEDSVENY
74a g0 =10, 100 110 120
Conf: 125977764£9%995044800005009900007259082378085890888875305%836890554

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCEEEEEEEEEEEEECCCCEEEEEE

AR: RENCPECPILLESHNPOVVDSVEYVLNEHNEFRLSDHVYEVLEISRGOHEYEPEAYYVEFA
130 140 150 le0 170 180
Conf: 995167974357959059704995998046879908830377660859599354652342688

Pred: EEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCT

Af: IVEVHNCTRAQELHDDHHHCHPNTAGEDHIGECRATVFRSHASLEEFPEDEQFESDCVILHVE
1320 200 210 220 230 240
Conf: BBEEAEG664456768672900888008876608590859050903808776777642344450888

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCol

AL: EGHRHSHLIOQQHVERDSISPEHNNIALNEVHPHNDISTSHESHEHLAEVEVAFVEEELEE
230 280 270 280 290 200
Conf: 78898999095990086665339

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCT
: DISDEHTTEVEGCPGEVHHFEL
3140 320

Figura 77: Analise da estrutura primaria de BJ46a pelo algoritmo PSIPRED.

O algoritmo executa a predicdo de elementos de estrutura secundaria e classifica pontualmente cada residuo. A
linha AA especifica a sequéncia de BJ46a, a linha Conf indica o score de confianca da predicao e a linha Pred
especifica o elemento de estrutura secundaria predito, conforme a legenda: (C) — coil; (H) — hélice e (E) — fita.
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A partir destas predicdes, avaliamos se o terceiro dominio de BJ46a poderia
ser uma regido intrinsecamente desordenada (IDR). Nos ultimos anos, varias
proteinas foram descritas como intrinsecamente desordenadas ou portadoras de
regibes desordenadas. Estima-se que entre 15 a 45% das proteinas eucaridticas
contenham um nivel de desordem significativo, isto €, regides de desordem com pelo
menos 30 residuos (Tompa, 2012). Regides intrinsecamente desordenadas oferecem
flexibilidade nas interacdes proteina-proteina, aumentando o nimero de estados
conformacionais possiveis e permitindo a apresentacdo de motivos peptidicos
lineares, que se ligam a outras proteinas, DNA e pequenos ligantes, aumentando a
rede de interacdo; além disso, as IDR podem possuir taxas evolutivas (via
modificacdes pontuais) mais aceleradas do que o observado para proteinas / regides
globulares (Buljan et al., 2013; Van Der Lee et al., 2014).

Atualmente, h4 uma série de algoritmos dedicados a predicdo de IDR em
proteinas, baseados em diferentes principios, como métricas de globularidade,
analise de propensdo de formacdo de elementos de estrutura secundaria,
reconhecimento de enovelamento (fold recognition) e uso de redes neurais / machine
learning para comparagdo com o banco de dados de proteinas experimentalmente
determinadas como desordenadas ou portadoras de regides desordenadas (Uversky,
2017).

O servidor MetaDisorder (disponivel em http:/genesilico.pl/metadisorder/)
reline uma série de algoritmos de predicdo de desordem e gera um resultado-
consenso a partir de todos os outputs dos algoritmos de predicdo. Submetemos a
sequéncia de BJ46a a predi¢cdo de desordem neste servidor e obtivemos o resultado
ilustrado na Figura 78. Os dominios cistatina do inibidor (1-112 e 133-240)
apresentaram uma tendéncia de desordem baixa, corroborando as predi¢cdes iniciais
de estrutura secundaria, com excecdo da extremidade N-terminal, marcada como
desordenada. Porém, como discutido na pagina 132, os dados de HDX-MS obtidos
para BJ46a e estudos prévios com outras cistatinas indicam uma possivel desordem
desta regido. A maior tendéncia de desordem foi registrada a partir do residuo 221
(parte final do 2° dominio cistatina) até o final da sequéncia, no residuo 322,

englobando todo o dominio rico em histidina.
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Figura 78: Predicdo de regides intrinsecamente desordenadas no inibidor BJ46a pelo servidor Meta-
Disorder.

Neste grafico, os residuos que compdem a estrutura priméaria de BJ46a estdo no eixo x, e a tendéncia a desordem
de cada residuo, no eixo y. Uma probabilidade < 0,5 indica que a regido provavelmente é estruturada, enquanto
gue uma probabilidade > 0,5 indica propensdo a desordem. Cada linha colorida no grafico mostra as
probabilidades calculadas para diferentes metaservidores de desordem, que congregam diversos algoritmos de
predicéo de desordem: MetaDisorder (linha em preto), MetaDisorder3D (linha em verde), MetaDisorderMD (linha
em laranja), MetaDisorderMD2 (linha em lilas).

E interessante notar que a andlise por PSIPRED indicou que a regido de
transicdo entre os dois dominios cistatina, composta por aproximadamente vinte
residuos, € predita como ndo-estruturada, mesmo apresentando uma ponte dissulfeto
comprovada experimentalmente (C124-C127). Em sua forma estendida, esta regido
pode alcancar até 60 A, o que permite inilmeros posicionamentos relativos dos dois
dominios cistatina, aumentando o grau de complexidade da modelagem molecular de
BJ46a. Portanto, a modelagem do inibidor n&o é trivial e precisa ser feita com cautela.

Inicialmente, optamos por modelar o inibidor BJ46a em sua forma completa,
tentando buscar alguma conectividade entre os dominios cistatina, mas esta tentativa

foi infrutifera. Os C-scores dos modelos gerados pelo I-TASSER nesta abordagem
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variaram de -2,54 a -3,50, evidenciando a baixa confiabilidade das estruturas. Na
etapa de validacdo de cross-links pelo software Topolink, validamos apenas 18% das
restricbes geradas pelo ALC BS3, e apenas 36% dos links acido-acido (diamina) e
10% dos links zero-length gerados pela estratégia XPlex, o que indica que o
enovelamento obtido para estra estratégia parece ndo ser corroborado pelos dados
experimentais. Dessa forma, optamos por seguir a estratégia de modelagem individual
dos dois dominios cistatina de BJ46a; o dominio rico em histidina, predito como

desordenado, ndo foi considerado na analise.

4.5.2.2 — Modelagem molecular do primeiro dominio cistatina (C1) de BJ46a

Para a modelagem molecular do dominio C1 de BJ46a, consideramos o
intervalo de residuos 1-126, que inclui o primeiro dominio cistatina e a regido de
transicdo entre o primeiro e o segundo dominio. A Tabela 13 ilustra os principais

alinhamentos retornados pelo algoritmo LOMETS para este segmento.

Tabela 13: Demonstracao dos 10 melhores alinhamentos obtidos pelo algoritmo LOMETS, ordenados pelo
Z-score normalizado (Norm. Z-score).

Algoritmos de threading: (1) MUSTER; (2) FFAS-3D; (3) SPARKS-X; (4) HHSEARCH?2; (5) HHSEARCH I; (6) Neff-
PPAS; (7) HHSEARCH; (8) pGenTHREADER; (9) wwPPAS; (10) PROSPECT2.

Algoritmo de PDB Id1 Id2 Cobertura Norm Z-
Threading Hit Thread total Score

6 2ch9A 0.12 0.17 0.87 2.97

7 2ch9 0.11 0.17 0.85 2.95

4 2ch9 0.12 0.17 0.90 2.57

1 4it7A 0.14 0.17 0.83 2.34

3 4it7A 0.14 0.17 0.84 2.30

2 2ch9A 0.12 0.17 0.83 2.28

9 2ch9A 0.12 0.17 0.90 2.22

5 1irn7 0.15 0.17 0.87 1.85

10 2ch9A 0.11 0.17 0.90 1.41

8 3gaxA 0.17 0.20 0.83 1.35

Destes alinhamentos, identificamos 4 estruturas candidatas a molde, marcadas
em azul na tabela acima. Destas, a estrutura cristalina 2CH9, da cistatina F humana

dimérica, com resolucdo de 2,2 A (Schuttelkopf et al., 2006) apresentou o melhor Z-
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score, de 2,97. A figura abaixo demonstra o alinhamento da sequéncia do primeiro

dominio cistatina de BJ46a e a sequéncia da estrutura 2CH9A.

EJdga & GDLECDEEDAREWIDTGVRYINEHRLHCYRYALNVIENIVVWVERDWVAVEFLFLNLLETEC €5
ZCHS 14 FTIETHDERGVLOAARYSVERFHNNCTHIMELEFKESRITRALNVOTIVECLEYMIEVETICRTTC T3

BJ4ga &¢ HVLOPTEPVFMCIVEEOHNHRAVEMDCDVEIMFNVDTIFEEDWVEFRECHSTEDS
ZCHS r' 4 FEMQHLELDDCDFOTHHTILEQTLSCY SEVWVVEWLHFEVEVLRECHHHHEH

Figura 79: Alinhamento de sequéncias entre BJ46a e a estrutura 2CH9 (cistatina F humana dimérica).

A rotina de modelagem do dominio C1 de BJ46a seguiu a mesma descrita para
a SVMP jararagina; apdés a construcdo dos modelos, estes foram clusterizados e
analisados pelo algoritmo SPICKER. Os clusters resultantes tiveram uma variacdo no
C-score de -0,56 a -2,01 (Tabela 14). Como mencionado anteriormente, a métrica do
C-score varia de -5,0 a +2,0; dessa forma, os clusters 4 e 5 apresentaram a menor
pontuacéao e foram descartados da analise, e o cluster 1, de maior C-score, foi adotado
como referéncia no alinhamento dos 5 grupos para o calculo do RMSD (Root-mean-

square deviation).

Tabela 14: Andlise por clusterizagcdo dos modelos gerados para o dominio C1 de BJ46a
Nimero do Cluster C-Score RMSD (A)

1 -0,56 0

2 -1,32 1,707
3 -1,10 1,819
4 -2,01 1,930
5 -1,87 1,720

O modelo central do cluster 1 esta ilustrado na Figura 80. O enovelamento
tipico dos dominios cistatina engloba uma folha B antiparalela composta de 5 fitas,
tendo uma a-hélice central, quase perpendicular a folha, além de hairpin loops (L1/L2)
(Nandy,2017). No modelo, este enovelamento esta preservado, bem como a regido
acessoria (AS), posicionada do lado oposto aos loops L1 e L2, e que abriga o sitio de
N-glicosilacdo do dominio C1, em N76.

E interessante ressaltar a conformacido estendida das porcdes N- e C-
terminais do dominio, em concordancia com as predicdes iniciais de elementos de

estrutura secundaria pelo PSIPRED e de desordem pelo servidor Meta-Disorder. O
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residuo C9, na porcdo N-terminal, esta envolvido em uma ligagéo de dissulfeto com o

residuo C313, verificada experimentalmente (subsecao 4.3.3, pagina 108).

Asn76 Cys66-Cys77

PP

Cys91-Cys110
C-Terminal

Cys124
Lys126 .

\ Loop L2

Loop L1

“N-terminal
Ser1

Figura 80: Modelo estrutural do dominio C1 de BJ46a.

O dominio C1 foi representado na forma cartoon onde a a-hélice central foi colorida em vermelho, a folha 8 foi
colorida em cinza, voltas foram coloridas em ciano e a hélice 3_10 foi colorida em azul. As pontes dissulfeto e os
residuos de cisteina envolvidos foram representadas na forma de bastées pelos dtomos Ca, CB e Sy coloridos em
amarelo. O sitio de N-glicosilacdo foi representado na forma de esfera pelo carbono a do residuo Asn76.

4.5.2.2.1 — Validacao dos dados de XL-MS no modelo do dominio C1 de BJ46a

Para o ALC BS3, obtivemos 7 cross-links para o primeiro dominio cistatina do
inibidor; para a abordagem XPlex, obtivemos 6 restricdes de links acido-acido
(diamina) e 28 restricdes zero-length. Estas restricdes foram entdo avaliadas pelo
Topolink tendo como base o modelo de C1 (Figura 80). Os resultados das validagbes
pelo software estdo representados nas tabelas 15-17. Analisando-se as distancias
euclidianas, 43% das restricbes derivadas para o ALC BS3, e 38% das restricdes

geradas pela abordagem XPlex estdo dentro dos limites aceitaveis. E importante
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ressaltar que, no conjunto de violacdes de BS3, as distancias topolédgicas calculadas
excedem em muito o limite aceitavel pelo software Topolink; porém, os residuos
envolvidos nestas restricdes violadas estédo localizados no N-terminal estendido do
dominio e nos loops. Dentre o conjunto de restricbes de C1, pudemos perceber
hotspots, isto €, residuos frequentemente envolvidos nas restricbes de distancia
obtidas com o ALC BS? e com a estratégia XPlex. Como demonstra a Figura 81, os
residuos 12, 15 e 16 aparecem 6 vezes, o residuo 104, 6 vezes e os residuos 13 e
29, 4 vezes.

Na Figura 82 apresentamos o0s 11 cross-links validados (distancias
euclidianas e topoldgicas dentro dos limites), identificados pelo software Topolink, no
modelo estrutural de C1-BJ46a. Os cross-links validados para BS?2 foram coloridos em
verde, XPlex-diamina coloridos em ciano e XPlex-zero-length coloridos em azul.
Observamos que os cross-links ocorrem principalmente no N-terminal do dominio,
com o maior numero de cross-links validados nos residuos K12, E16 e K15. Os dois
loops L1 e L2 apresentaram 1 cross-link validado (D51-D100) e um cross-link

envolvendo o residuo D103, mais proximo ao C-terminal do dominio.

Tabela 15: Andlise pelo software Topolink das restricées de distancia geradas pelo ALC BS® e validadas no
modelo do dominio C1 de BJ46a.

Legenda da tabela: Res1l/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeragédo dos residuos;
Prot.: proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topolégica calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topoldgica calculada; Dist.max.: distdncia maxima considerada para o cross-link; Resultado: resultado

final da analise pelo Topolink.

Links RES1 = PROT. RNIlEJSMl RES2 = PROT. RNist EBEJD TD(;ISDI) I,\DAIAS; RESULTADO
1 SER BJ46a 1 LYS BJ46a 15 25.887 >25.887 § 18.000 BAD:EUCL
2 LYS BJ46a 12 LYS BJ46a 15 5.132 6.885 | 21.800 OK:FOUND
3 LYS BJ46a 12 LYS BJ46a 29 25.660 >25.660 21.800 BAD:EUCL
4 LYS BJ46a 12 LYS BJ46a 109 23.732 | >23.732 | 21.800 BAD:EUCL
5 LYS BJ46a 15 LYS BJ46a 29 21.001 >32.700 21.800 BAD:NOTFOUND
6 LYS BJ46a 29 LYS BJ46a 34 9.475 10.606 = 21.800 OK:FOUND

7 LYS BJ46a 29 LYS BJ46a 41 19.531 31.735 21.800 BAD:LONG
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Tabela 16: Anélise pelo software Topolink das restricdes de distancia geradas pela abordagem XPlex

(diamina) e validadas no modelo do dominio C1 de BJ46a.

Legenda da tabela: Res1/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracdo dos residuos;
Prot.: proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topolégica calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topoldgica calculada; Dist.max.: distincia maxima considerada para o cross-link; Resultado: resultado
final da analise pelo Topolink.

LINKS

RES1

GLU

ASP

GLU

ASP

ASP

ASP

PROT.

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

RES1
NUM

10

16

49

51

100

RES2

ASP

GLU

GLU

ASP

ASP

GLU

PROT.

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

RES2
NUM

10

11

104

105

100

104

DIST
EUCLID

5.753

6.106

13.455

15.876

8.757

13.489

DIST
TOPO

6.642

9.180

20.258

20.114

8.883

16.544

DIST
MAX

15.400

15.400

16.700

14.100

14.100

15.400

RESULTADO

OK:FOUND

OK:FOUND

BAD:LONG

BAD:LONG

OK:FOUND

BAD:LONG

Tabela 17: Analise pelo software Topolink das restricdes de distancia geradas pela abordagem XPlex (zero-

length) e validadas no modelo C1 de BJ46a.

Legenda da tabela: Res1/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracéo dos residuos;
Prot.: proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topoldgica calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topolégica calculada; Dist. max.: distancia maxima considerada para o cross-link; Resultado: resultado
final da analise pelo Topolink.

Links

1

11

12

RES1

SER

SER

ASP

ASP

GLU

ASP
GLU

GLU

LYS
LYS

LYS

LYS

PROT.

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a
BJ46a

BJ46a

BJ46a
BJ46a

BJ46a

BJ46a

RES1
NUM

10
11

11

12
12

12

12

RES2

ASP

ASP

LYS

LYS

SER

LYS
LYS

LYS

ASP
GLU

GLU

GLU

PROT.

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a
BJ46a

BJ46a

BJ46a
BJ46a

BJ46a

BJ46a

RES2
NUM

10

13

12

15

112

15
12

15

13
16

65

104

DIST
EUCLID

27.396

19.433

16.223

15.455

26.966

6.792
5.896

7.140

5.874
6.456

26.189

19.178

DIST
TOPO

>27.396

>19.433

>16.223

>15.455

>26.966

7.486
8.200

12.887

8.036
7.746

>26.189

>19.178

DIST
MAX

7.000

7.000

9.700

9.700

7.700

9.700
10.500

10.500

9.700
10.500

10.500

10.500

RESULTADO

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

OK:FOUND
OK:FOUND

BAD:LONG

OK:FOUND
OK:FOUND

BAD:EUCL

BAD:EUCL



Continuacéo da tabela 17

Links
13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

RES1
ASP

ASP

LYS

LYS

LYS

GLU

GLU

GLU

GLU

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

GLU

PROT.
BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

RES1

NUM

13

13

15

15

15

16

16

16

16

29

29

29

34

34

41

65

RES2
LYS

SER

GLU

GLU

GLU

LYS

LYS

LYS

LYS

ASP

ASP

GLU

GLU

GLU

GLU

SER

PROT.
BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

BJ46a

RES2

NUM

109

112

16

65

104

29

34

41

103

49

100

104

63

104

104

112

DIST

EUCLID

20.575

27.508

5.321

21.875

17.578

20.394

17.787

16.622

8.297

27.962

29.947

18.136

8.295

21.288

21.507

18.290

DIST

TOPO

>20.575

>27.508

7.342

>21.875

>17.578

>20.394

>17.787

>16.622

9.706

>27.962

>29.947

>18.136

>15.750

>21.288

>21.507

>18.290

DIST

MAX

9.700

7.000

10.500

10.500

10.500

10.500

10.500

10.500

10.500

9.700

9.700

10.500

10.500

10.500

10.500

7.700

176

RESULTADO
BAD:EUCL

BAD:EUCL
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:NOTFOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL

BAD:EUCL
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Numero de Crosslinks Encontrados

Contagem Total de Crosslinks C1-BJ46a

23

34
65

41

4
63

Nidmero do Residuo

104

109

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89 93 97 101105109

112

177

Figura81: Nimero de ocorréncias dos residuos de aminoacidos do dominio C1 de BJ46a para a estratégias

BS® e XPlex (diamina e zero-length).
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Asp51

Ser1

Figura 82: Cross-links validados no modelo final do dominio C1 de BJ46a.

O dominio C1 foi representado na forma cartoon e colorido em cinza, com a a-hélice central colorida em vermelho.
As pontes dissulfeto foram representadas pelos &tomos Ca, CB e Sy das cisteinas em forma de bastdes coloridos
em amarelo. O sitio de N-glicosilacao foi representado pelo carbono a do residuo N76. Os residuos envolvidos em
cross-links foram representados pelos carbonos a e 3, na forma linha e esfera, coloridos em branco. Os cross-links
validados pelo Topolink foram representados na forma esfera e linha e coloridos de acordo com a estratégia: BS?®
colorido em verde, XPlex-diamina em ciano e XPlex-zero-length em azul escuro.
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4.5.2.3 — Modelagem molecular do segundo dominio cistatina (C2) de BJ46a

Para a modelagem molecular do dominio C2 de BJ46a, consideramos 0s
residuos 133 — 240, que compreendem o segundo dominio cistatina e a regido de
transicdo para o primeiro dominio cistatina. Os principais alinhamentos identificados

pelo algoritmo LOMETS foram resumidos na tabela abaixo:

Tabela 18: Melhores alinhamentos obtidos pelo algoritmo LOMETS, ordenados pelo Z-score normalizado.

Algoritmo de threading: (1) MUSTER; (2) FFAS-3D; (3) SPARKS-X; (4) HHSEARCH?2; (5) HHSEARCH I; (6) Neff-
PPAS; (7) HHSEARCH, (8) pGenTHREADER; (9) wdPPAS; (10) PROSPECT?2.

Rank PDB Hit Id1 Thread Id2 total Cobertura Norm Z-Score

6 2ch9A 0.20 0.23 0.96 3.38
7 4cev 0.19 0.30 0.83 3.14
4 2ch9 0.19 0.23 0.97 2.52
3 4n60B 0.15 0.17 0.92 2.37
9 4n60B 0.15 0.17 0.92 2.24
5 4cev 0.19 0.30 0.84 2.08
2 2ch9A 0.21 0.21 0.92 2.08
1 2ch9A 0.21 0.23 0.97 1.99
10 2ch9A 0.20 0.23 0.97 1.46
8 lcewl 0.16 0.19 0.85 1.35

O algoritmo identificou 4 estruturas no PDB candidatas a molde para a
modelagem do segundo dominio cistatina de BJ46a: (I) a estrutura cristalografica
1CEW, da cistatina de ovo de galinha (Gallus gallus) com resolucéo de 2,0 A (Bode
et al., 1988), apresentando 19% de identidade sequencial e 85% de cobertura; (II) A
estrutura cristalografica 4N60, referente a proteina legumaina humana em complexo
com a cistatina E/M (Dall et al., 2015), com resolucdo de 1,8 A e apresentando 17%
de identidade sequencial e 92% de cobertura; (lll) a estrutura cristalografica 4CCV,
referente ao dominio N2 da glicoproteina rica em histidinas de Oryctolagus cuniculus
em uma resolucéo de 1,93 A (Kassaar et al., 2014) com 30% de identidade sequencial
e 83% de cobertura e, por fim, (IV) a estrutura cristalografica 2CH9, referente a
cistatina F humana dimérica, em uma resolucéo de 2,1 A (Schuttelkopf et al., 2006),

com 23% de identidade sequencial e 96% de cobertura.
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A estrutura que apresentou o maior Z-score foi a estrutura 2CH9, sendo entéao
o molde escolhido para modelarmos o segundo dominio cistatina de BJ46a. A Figura

83, abaixo, demonstra o alinhamento das duas sequéncias.

CZ2-BJ46a RENCPRECEILLESNNPOVVDSVEYVLNEHNEELSDEVYEVLEISRGOHEYEPERYYVEFAIVEVNCTAOELHDDH
2Ch9n -REVECGFIETIETHDEGVLOAARY SVERFNNCTNMFLFEESRITEALVOIVGLEYMLEVEIGRTT EENO-HLEL

CZ-BJ46a HHCHPNTAGEDHIGFCRATVFRSHASLERPEDEQFESDCVILHVE
2Ch9%n DD DFQTHHTEQTLS YSEVWVVEWLO-——HFEVEVLE HHHHHH

Figura 83: Alinhamento das sequéncias do molde 2CH9 e do dominio C2 de BJ46a.

A andlise de clusterizacéo pelo algoritmo SPICKER gerou 5 clusters (tabela
19). Com excegédo do cluster 1, todos os outros receberam um C-score de -5,0, a
menor pontuacao permitida por esta métrica e, portanto, ndo foram considerados nas
analises subsequentes. Ao compararmos os C-scores obtidos para os modelos dos
dominios cistatina, o dominio C2 apresentou uma pontuac¢ao superior a obtida para o
dominio C1, o que se refletiu nos melhores resultados de alinhamento e modelagem

molecular final.

Tabela 19: Analise da Modelagem Molecular de C2-BJ46a por clusterizagéo.

O cluster 1 foi tomado como referéncia para o calculo do RMSD.

Numero do Cluster C-Score RMSD (A)

1 0.54 0

2 -5 5.643
3 -5 6.413
4 -5 3.212
5 -5 6.571

A Figura 84 ilustra o modelo estrutural obtido para o dominio C2 de BJ46a,
oriundo do cluster 1. Assim como descrito para o dominio C1, ha a preservacao do
enovelamento tipico de dominios cistatina também em C2, com a folha B e a a-hélice
centrais, os loops L1 e L2 e a regido AS, oposta aos loops, abrigando o sitio de N-

glicosilagdo do dominio.
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C-Terminal Asn185

Lys240 /

Cys211-Cys234

Cys186-Cys198

N-Terminal

Ser135 —

Figura 84: Modelo estrutural do dominio C2 de BJ46a.

O dominio C2 foi representado na forma cartoon, onde a a-hélice central foi colorida em vermelho, a folha f3 foi
colorida em cinza, loops coloridos em ciano e a hélice 3_10 em azul. As pontes dissulfeto e os residuos de cisteina
foram representados na forma de bastfes pelos atomos Ca, CB e Sy coloridos em amarelo. O sitio de N-
glicosilacao em N185 na regido AS foi representado na forma de esfera pelo Ca do residuo.



182

4.5.2.4.1 — Validagdo dos dados de XL-MS no dominio C2 de BJ46a

Para o dominio C2, as abordagens de XL-MS geraram 50 restricdes totais,
sendo 5 restricGes para o ALC BS® e 46 para a abordagem XPlex (5 links diamina e
41 links zero-length). As distancias euclidianas encontraram-se dentro do limite para

60% dos links BS® e XPlex-diamina, e para 34% dos links XPlex — zero length.

Tabela 20: Andlise pelo software Topolink das restricdes de distancia geradas pelo ALC BS® e validadas no
modelo estrutural de C2 — BJ46a.

Legenda da tabela: Resl/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracédo dos residuos;
Prot: proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topolégica calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topoldgica calculada; Dist.max.: distdncia maxima considerada para o cross-link; Resultado: resultado
final da analise pelo Topolink.

RES1 RES2 DIST DIST DIST
LINKS < RES1 PROT. NUM RES2 = PROT. NUM EUCLID TOPO MAX RESULTADO

SER  BJ46a 133 LYS BJ46a 152  23.662 >23.662 18.000 BAD:EUCL
SER  BJ46a 133 SER BJ46a 154  28.865 >28.865 14.100 BAD:EUCL
SER BJ46a 221 Lys BJ46a 224 8771  13.824 18.000 OK:FOUND
Lys BJ46a 224 LYS BJ46a @ 226 8.119 | 13.904 21.800 OK:FOUND
Lys BJ46a 224 SER BJ46a 232  16.832 27.348 18.000 BAD:LONG

aa b~ W N -

Tabela 21: Anédlise pelo software Topolink das restric6es de distancia geradas pela abordagem XPlex —
diamina e validadas no modelo estrutural de C2 — BJ46a

Legenda da tabela: Res1/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracéo dos residuos;
Prot: proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topoldgica calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topoldgica calculada; Dist.max.: distancia maxima considerada para o cross-link; Resultado: resultado
final da analise pelo Topolink.

RES1 RES2 DIST DIST DIST
LINKS  RES1 PROT NUM RES2 = PROT. NUM EUCLID TOPO MAX RESULTADO
1 ASP BJ46a 140 ASP BJ46a 155 23.359  >23.359 14.100 BAD:EUCL

ASP  BJ46a 140 GLU BJ46a 223 12150 14.792 15.400 OK:FOUND
GLU BJ46a 143 ASP  BJ46a 155 17.922 >17.922 15400 BAD:EUCL
GLU BJ46a 08  GLU  BJ4Ga 231 10631 14.026 16.700 OK:FOUND

aa A W N

GLu BJ46a 531 Asp  BJ46a 233  6.896 7588 | 15.400 OK:FOUND
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Tabela 22: Analise pelo software Topolink das restric6es de distancia geradas pela abordagem XPlex — zero-

length e validadas no modelo estrutural de C2 — BJ46a.

Legenda da tabela: Res1l/Res2: residuos envolvidos no cross-link; Res1/Res2 Num: numeracdo dos residuos;
Prot: proteina a qual o residuo pertence; Dist. Euclid.: distancia topolégica calculada para o cross-link; Dist.topo.:
distancia topoldgica calculada; Dist.max.: distAncia maxima considerada para o cross-link; Resultado: resultado
final da analise pelo Topolink.

Links
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P O © 00 ~NO O b~ WNE O O OWNOO OO RAWNEOOOWNOOOGD™MOWDNDLEREO

RES1

SER
SER
SER
SER
SER
SER
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
SER
SER
SER
SER
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LYS
LYS
LYS
GLU
GLU
GLU
LYS
LYS
LYS
SER
SER
GLU
GLU
LYS
LYS
LYS
LYS
GLU
GLU
SER

PROT.

BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a

RES1
NUM

133
133
133
133
133
133
140
140
140
140
140
140
141
141
141
141
143
143
143
143
143
148
148
148
151
151
151
152
152
152
154
154
162
223
224
224
224
226
228
231
232

RES2

ASP
GLU
ASP
GLU
GLU
GLU
LYS
LYS
SER
LYS
LYS
SER
GLU
ASP
GLU
GLU
LYS
LYS
SER
LYS
LYS
GLU
ASP
GLU
LYS
SER
LYS
ASP
GLU
GLU
ASP
GLU
SER
LYS
ASP
GLU
GLU
GLU
SER
SER
ASP

PROT.

BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a

RES2
NUM

140
143
155
223
228
231
148
152
154
224
226
232
151
155
223
228
148
152
154
224
226
151
155
159
152
164
224
155
162
231
155
231
164
226
227
228
231
231
232
232
233

DIST
EUCLID

12.558
13.464
25.470
22.987
21.706
19.018
13.129
19.597
24.898
7.805
14.846
16.058
15.407
21.932
12.080
11.048
9.864
15.429
19.840
9.264
15.746
5.340
13.844
14.123
5.398
22.464
14.229
9.400
20.118
12.112
5.701
19.601
6.091
3.790
5.436
10.511
18.488
17.367
11.518
5.527
6.127

DIST
TOPO

>12.558
>13.464
>25.470
>22.987
>21.706
>19.018
>13.129
>19.597
>24.898
7.921
>14.846
>16.058
>15.407
>21.932
>12.080
>11.048
12.580
>15.429
>19.840
9.387
>15.746
6.676
>13.844
>14.123
7.297
>22.464
14.559
12.250
>20.118
13.117
8.599
>19.601
6.605
4.425
8.039
>10.511
>18.488
>17.367
>11.518
9.341
10.917

DIST
MAX

7.000
7.700
7.000
7.700
7.700
7.700
9.700
9.700
7.000
9.700
9.700
7.000
7.700
7.000
7.700
7.700
10.500
10.500
7.700
10.500
10.500
10.500
9.700
10.500
10.500
7.700
10.500
9.700
10.500
10.500
7.000
7.700
7.700
10.500
9.700
10.500
10.500
10.500
7.700
7.700
7.000

RESULTADO

BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:LONG
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
BAD:EUCL
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:LONG
BAD:LONG
BAD:EUCL
BAD:LONG
BAD:LONG
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:LONG
BAD:LONG
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Com relacdo a distribuicdo dos cross-links na estrutura de C2, o perfil
observado no dominio C1 repete-se no dominio C2, com cross-links ocorrendo
principalmente na por¢éo N-terminal, centrado na a-hélice (residuos 135 a 154) e nas
duas ultimas fitas B (residuos 207 a 234). O residuo 224 ocorreu 9 vezes na lista de
restricbes de distancia, enquanto que os residuos 133,140,231 ocorreram 8 vezes, e
os residuos 143, 152,155 e 231, 7 vezes (Figura 85).

Na Figura 86 apresentamos os 12 cross-links validados (distancia euclidiana e
topologica dentro dos limites) no modelo estrutural de C2. As restricbes validadas
ocorrem principalmente na porcdo N-terminal do dominio, sendo que o0 maior nimero
de cross-links validados ocorre entre a por¢cao N-terminal de C2 e os loops L1 e L2.
Analisando-se o grupo de viola¢gBes nas duas estratégias de cross-linking, os residuos
envolvidos nestas restricbes estdo localizados principalmente em regides nao-

estruturadas do dominio.

Contagem Total de Cross-links C2-BlJ46a
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Numero do Residuo

Figura 85: Nimero de ocorréncias dos residuos de aminoacidos do dominio C2 de BJ46a para a estratégias

BS?® e XPlex (diamina e zero-length).
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Glu143 \T?\s | ‘ _

fF— Glu151

Lys148
A Glu231

Figura 86: Cross-links validados no modelo final do dominio C2 de BJ46a.

A imagem apresenta uma visdo em 180° do modelo selecionado do dominio C2 de BJ46a. Este foi representado
na forma cartoon colorido em cinza, com a a-hélice central colorida em vermelho. As pontes dissulfeto foram
representadas pelos a&tomos Ca, CB e Sy da cisteina na forma de bast8es coloridos em amarelo. O sitio de N-
glicosilacdo foi representado pelo Ca do residuo N185. Os residuos envolvidos em cross-links foram
representados pelos carbonos a e 3, na forma linha e esfera, coloridos em cinza. Os cross-links validados foram
representados na forma linha e esfera e coloridos de acordo com a estratégia de XL envolvida: BS? colorido em
verde, XPlex-diamina colorido em ciano e XPlex-zero-length colorido em azul escuro.
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4.5.3.1 — Docking molecular entre o primeiro dominio cistatina de BJ46a (Cl) e a

metaloendopeptidase jararagina

Para iniciarmos as simulacfes de docking entre o primeiro dominio cistatina de

BJ46a e jararagina, buscamos nos dados de XL-MS e HDX-MS informacfes para

guiar o docking e a interpretacdo dos modelos gerados. Derivamos dos dados de XL-

MS um grupo de 23 restricdes de distancia, detalhadas na tabela abaixo:

Tabela 23: Restricdes de distancia inter-dominio derivadas de cross-links para o docking molecular de C1-

BJ46a em jararagina.

Link

1

2

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

Residuo

1
SER

SER
SER
ASP
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
GLU
GLU
ASP
GLU

ASP
SER

Prot.
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a
BJ46a

BJ46a
BJ46a

NUumero
residuo

1

1

1
10
12
12
12
12
12
12
12
12
15
15
15
15
15
16
16

100
104

105
112

Residuo

2
LYS

LYS
ASP
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
GLU
LYS
LYS
SER
LYS
LYS
LYS
SER
LYS
LYS
SER
ASP
ASP

ASP
LYS

Prot.

Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar
Jar

Jar
Jar

Dominio

Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Metalo
Metalo
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Rico em
Cys
Metalo
Desintegrina
Metalo
Metalo
Metalo
Rico em
Cys

Numero
residuo
356
357
364
71
71
352
356
357
363
366
384
388
356
357
366
388
394
71
276
75
75

75
384

Dist (A)
15.800
15.800
7.000
9.700
17.800
17.800
17.800
17.800
10.500
17.800
17.800
15.800
17.800
17.800
17.800
15.800
17.800
10.500
7.700
13.500
14.300

13.500
15.800

Crosslinker
BS®
BS®

XPlex - ZL
XPlex -ZL
BS®
BS®
BS®
BS®
XPlex -ZL
BS®
BS®
BS®
BS®
BS®
BS®
BS®
BS®
XPlex -ZL
XPlex -ZL
XPlex -DIA
XPlex -DIA

XPlex -DIA
BS®

Os cross-links que conectam o dominio C1 a metaloendopeptidase de

jararagina estéo distribuidos em trés principais regides: (I) a por¢cdo N-terminal do

dominio, com trés cross-links (13%) direcionados a regido 356-364 do dominio rico
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em cisteina de jararagina; (ll) a porcdo N-terminal da a-hélice central do dominio C1
para os residuos 352-394 do dominio rico em cisteina de jararagina e (lIl) a dltima fita
da folha B de C1, que conecta tanto o dominio metaloendopeptidase quanto o dominio
rico em cisteinas. Notamos também uma ambiguidade do dado de cross-linking,
particularmente para os residuos K12, K15 e E16 de C1, que apontam para diferentes
residuos do dominio rico em cisteina de jararagina. Possivelmente, algumas destas
restricbes sédo conflitantes, oriundas de outras conformacdes proteicas, o que pode
dificultar a validacdo simultanea destas restricdes de distancia nas simulacdes de
docking.

L ? “Asp105
/

/Glu104

Asp100

Figura 87: Residuos envolvidos em cross-links inter-proteina no dominio C1 de BJ46a.

O dominio C1 é representado na forma cartoon colorido em cinza. Os residuos envolvidos em cross-links sao
identificados pela legenda e representados por esfera e linha coloridos de acordo com a sua regido de
concentracdo estrutural (amarelo na a-hélice, azul na Ultima fita da folha B (residuos 100-105) e vermelho no
residuo N-terminal do dominio.

Com relagéo ao perfil de incorporacao isotopica de C1, as analises de HDX-
MS demonstraram trés diferentes regides de protecdo, que envolvem a porgcdo N-

terminal do dominio (residuos 3 a 7), a a-hélice central (residuos 12-16, 19-22, 28-29)
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e 0s loops L1 (residuos 48-52) e L2 (residuos 100 a 106). Ha também dois residuos
que sofreram desprotecao pontual: o residuo E27, situado ao final da a-hélice central
do dominio, e 0 N42, ao final da fita 1, descontinuada por perda de angulos diedrais
ideais (Figura 88). Como demonstrado na secdo 4.4.3, as regides vicinais ao sitio de
N-glicosilacdo n&do apresentaram cobertura de sequéncia para a determinagao de
troca (residuos 66 — 91 e 108 — 112).

E interessante notar que este perfil de incorporacdo isotopica é compativel
tanto com estudos prévios com o inibidor HSF (discutido nas paginas 143-145) quanto
para outras cistatinas canonicas. Para HSF, Aoki e colaboradores demonstraram que,
apos modificacdo quimica dos residuos de lisina do complexo toxina-inibidor com
acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico, um cluster dos residuos K15, K41 e K103 néo
foram modificados, indicando que estes residuos podem estar envolvidos com a
interface de interacao (Aoki et al. 2007). Excetuando-se o residuo K41, para o qual
nao obtivemos informacdes de incorporacao isotdpica, os residuos K15 e K103 estao
em regides protegidas quando o complexo BJ46a- jararagina é formado. Para
cistatinas candnicas como a cistatina-A, que inibe endopeptidases (e.g., papaina), 0s
hairpin loops L1 e L2 participam da interacdo e a regiao N-terminal estabiliza o
complexo cistatina-endopeptidase, reduzindo a taxa de dissociacdo (Estrada et al.
1999).
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Residuos
48-52 / Ser1

Residuos

100-106 \

Residuos
3-7

Residuos
67-91— >

Glu27

Residuos o

28-29

] 'Residuos
Residuos 12-16
19-22
B Protecéo
) B Exposigao
g;e_sglq:luos B Sem Cobertura

Asn76
Glyco.

Figura 88: Mapa representativo da protecao/exposicao atroca hidrogénio-deutério no dominio C1 de BJ46a.

O dominio C1 foi representado na forma cartoon colorido em cinza. As pontes dissulfeto (C66-C77 e C91-C110)
foram representadas pelos atomos Ca, CB, Sy, na forma de bastfes coloridos em amarelo. O sitio de N-
glicosilagcdo em N76 foi representado na forma Van der Waals para os atomos Ca e CB. Dois residuos
apresentaram uma desprotecéo (exposi¢éo) pontual: E27 e N42, representados na forma de bastdes coloridos de
acordo com o tipo de atomo e marcados em vermelho. As regifes que se apresentaram diferencialmente
protegidas foram coloridas em azul: residuos 3-7, 12-16, 19-22, 28-29, 45-46, 48-52, 100-106.
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Na primeira simulagdo de docking Cl-jararagina, adicionamos todas as
restricbes ilustradas na tabela 23. Foram gerados 136.390 modelos e todos foram
analisados pelo Topolink e agrupados conforme o nimero de violacdes das restri¢coes,

como demonstra a tabela abaixo:

Tabela 24: Analise do docking jararagina/C1-BJ46a, de acordo com o nimero de violagdes calculadas pelo
software Topolink.
VIOLACOES NUMERO DE MODELOS

11 19

12 3091
13 11168
14 11620
15 12388
16 9817
17 12465
18 9161
19 6073
20 5112
21 8376
22 10485
23 36615

Em um universo de 136.390 modelos, produzimos 19 modelos com menor
namero de violacdes das restricdes experimentais (11 violacdes de um grupo de 23
restricbes totais). Reagrupamos estes modelos de acordo com as restrices
violadas/validadas em comum, e os resultados estdo descritos na Tabela 25.
Observamos 5 diferentes grupos de modelos, onde as diferencas estdo na violagcéo
das restricdes de indice 2 (BS?, S1 BJ46a — K357 jar), 10 (K12 BJ46a — 366 jar) e 13
(K15 BJ46a — 356 jar) e analisamos os modelos obtidos com relacdo a energia das
restricbes experimentais, energia da superficie de interacdo e energia, total,
expressos em unidades de energia Rosetta (REU). Por fim, os modelos foram
comparados utilizando o RMSD como medida de convergéncia.

O grupo 4 contém o modelo que representa a média (centro) de coordenadas
do grupo e a menor dispersédo com relagdo a média das coordenadas. Internamente,
0 grupo apresenta uma dispersdo de RMSD de 0,320 A até 0,800 A com um modelo
outlier de RMSD 3,046 A, constituindo um grupo extremamente convergente. Dentro

deste grupo, escolhemos o0 modelo de menor energia de restricdes experimentais.
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Este modelo selecionado ndo apresenta o melhor resultado de energia de

interacdo de superficie; além disso, esta solucdo assume um posicionamento

afastado do dominio C1, fato que ndo é corroborado pelos dados diferenciais de HDX-

MS para o dominio, discutidos anteriormente. Portanto, decidimos reavaliar o grupo

de restricdes de distancia utilizados e realizar um novo docking.

Tabela 25: Analise do grupo contendo 11 violagdes, representados pelos modelos de menor energia de

cada subgrupo.

CROSSLINKER
BS®
BS®
ZL
ZL
BS®
BS®
BS®
BS®
ZL
BS?
BS®
BS?
BS®
BS?
BS®
BS®
BS®
ZL
ZL
DIA
DIA
DIA

BS?

INDICE
1

2

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

REST.
(S1-K356)
(S1-K357)
(S1-D364)
(D10-K71)
(K12-K71)

(K12-K352)
(K12-K356)
(K12-K357)
(K12-E363)
(K12-K366)
(K12-K384)
(K12-S388)
(K15-K356)
(K15-K357)
(K15-K366)
(K15-S388)
(K15-K394)

(E16-K71)
(E16-S276)
(D100-D75)
(E104-D75)
(D105-D75)

(S112-K384)

grupo
populacao

RMSD

1
012159 A

OK:FOUND
BAD:LONG
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL

1
2

2,476

2
031392_B

OK:FOUND
BAD:LONG
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:NOTFOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:LONG
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL

2
1

1,880

SUBGRUPOS
3 4
021196_A 029826_A
OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND
BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL
OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND
BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL
OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND

BAD:LONG = BAD:NOTFOUND
OK:FOUND OK:FOUND
BAD:EUCL BAD:EUCL
OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND
BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:LONG BAD:LONG
OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND
BAD:EUCL BAD:EUCL

3 4

1 12

0,676 0,320

5
039145_A

OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:NOTFOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:NOTFOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:LONG
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL

5
5

0,613
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Conforme discutido anteriormente, uma parte dos cross-links obtidos
concentraram-se nos residuos 12, 15 e 16 do primeiro dominio cistatina de BJ46a,
oriundos da estabilizagdo do complexo com o ALC BS3, ligando diferentes residuos
em jararagina, sendo potenciais links conflitantes. Assim, retiramos estas restricoes
deste novo docking. Apés a excluséo, restou um grupo de 12 restricbes ativas. Para
este novo docking, foram produzidos 215.822 modelos, analisados pelo software
Topolink considerando-se o0 universo total de restricbes. No universo de modelos
calculados, produzimos 264 modelos com 11 viola¢des, correspondendo a 0,12% do

total, como demonstra a tabela abaixo.

Tabela 26: Andlise pelo software Topolink do novo docking C1-BJ46a — jararagina, excluindo restricdes
conflitantes.
VIOLACOES NUMERO DE MODELOS

11 264

12 10532
13 24247
14 16334
15 10988
16 13699
17 15748
18 11136
19 11089
20 9891
21 15004
22 16758
23 60132

Embora seja dificil comparar as duas simulacdes de docking contendo
conjuntos diferentes de restricbes experimentais e numero total de modelos
calculados, podemos fazer uma extrapolagéo: assumindo-se um crescimento linear
no calculo, ao produzirmos 215.886 modelos, teriamos apenas 30 modelos na
abordagem prévia de docking, que considerou todas as restricbes experimentais. A
retirada das restrices potencialmente conflitantes permitiu um aumento de 8,8 vezes

no numero de modelos, gerando 264 modelos contendo 11 violagdes.
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Seguindo a mesma estratégia adotada anteriormente, analisamos o grupo
contendo o menor numero de violagdes com o objetivo de agrupar os modelos com
as mesmas violacfes/validagdes. Foram criados 14 subgrupos, como demonstra a

Figura 89:

Docking C1/Jararagina

200
180
160
140
120
100
80
60
40 a5
20 ; 3 7 a 5 = a g a

182

Numero de Modelos

1 2 3 4 5 ] 7 8 9 0 11 12 13 14

Numero do SubGrupo

Figura 89: Classificacdo do grupo de modelos com 11 viola¢cGes de acordo com a valida¢&o/violagdo das
restricBes de distancia.

O grupo de modelos contendo 11 violagfes foi reagrupado de acordo com as restricdes violadas ou validadas em
comum, gerando 14 subgrupos, onde o grupo 11 é o mais populado.

Quando analisamos os 264 modelos tendo por base o RMSD do backbone,
observamos que o modelo com menor valor de RMSD est& contido no subgrupo 11,
que engloba 182 modelos. Além disso, este subgrupo abriga a maior parte dos
modelos de menor energia. Alinhamos as coordenadas de todos os modelos do grupo
utilizando como referéncia o modelo de menor energia de restricdes experimentais do
grupo (modelo pcl_jara_A 082187.pdb), e obtivemos uma dispersédo de RMSD de
até 3,352 A. Neste conjunto, 59 modelos apresentaram valores de RMSD entre 0 a 1
A, 11 modelos entre 1 a 2 A, 108 modelos entre 2 a 3 A e 4 modelos apresentaram
RMSD entre 3a 4 A.
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Na Figura 90 (painel A) representamos o modelo de menor energia total e
melhor resultado de energia de interacdo de superficie do grupo, modelo 082187. A
variacdo de RMSD encontrada dentro do grupo pode ser visualizada utilizando os

modelos que apresentaram 2A e 4 A de RMSD sobrepostos (painéis C e D).

Figura 90: Diferentes orientacdes do dominio C1 de BJ46a em relacéo a jararagina.

O resultado do docking Cl/jararagina foi representado por 3 diferentes modelos onde C1 interage com a jararagina
na abertura do formato “C” da toxina. A jararagina foi representada pela sua superficie colorida em cinza e o
dominio C1 de BJ46a foi representada na forma cartoon, colorido de acordo com sua orientacao. (A) Visao lateral
do complexo C1 — jararagina do modelo de menor energia (pcl_jara_082187), onde C1 foi colorido em verde. (B)
Visdo superior da interagcdo onde o modelo de menor energia pousa sobre o dominio rico em cisteinas de
jararagina, com sua a- hélice direcionada para a abertura do formato C da enzima, o sitio de glicosilacdo é
apontado pela seta e legenda para o residuo Asn76. (C) A sobreposicdo do modelo pcl_jara_A_ 034127
(1<rmsd<2, colorido em amarelo) com o0 modelo de menor energia (verde transparente). (D) A sobreposicéo do
modelo pc1_jara_A 023714 (3<rmsd<4, colorido em vermelho) com o modelo de menor energia (verde
transparente). Em (C) e (D) as setas em vermelho indicam a dire¢do do deslocamento dos modelos com relacdo
a referéncia.
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No modelo pcl_jara 082187 (figura 90, painéis A e B), o primeiro dominio
cistatina de BJ46a interage com a jararagina direcionando a face da a-hélice central
do dominio para a abertura do formato “C” da enzima (representada pela superficie
colorida em branco, painéis A e B).

O modelo pcl_jara_ 082187 foi escolhido como representante final deste
docking molecular. Analisamos as restricoes de cross-links especificamente para este

modelo, conforme demonstra a tabela 27.

Tabela 27: Validag&o de cross-links no modelo selecionado de docking do dominio C1 - jararagina

Indices Link Resl Prot. Resl Res2 Prot. Res2 Dist Dist Dist Result
Num Num Euclid Topo Max
1 BS3 SER BJ46a 1 LYS JAR 356 12.321 12.354 18.000 OK:FOUND
2 BS3 SER BJ46a 1 LYS JAR 357 15.228 15.451 18.000 OK:FOUND
3 L SER Bl46a 1 ASP JAR 364 23.709 >23.709 7.000 BAD:EUCL
4 ZL ASP BJ46a 10 LYS JAR 71 33.513 >33.513 9.700 BAD:EUCL
5 BS3 LYS Bl46a 12 LYS JAR 71 27.577 >27.577 21.800 BAD:EUCL
6 BS3 LYsS BJ46a 12 LYS JAR 352 15.174 15.245 21.800 OK:FOUND
7 BS3 LYS Bl46a 12 LYS JAR 356 17.788 21.449 21.800 OK:FOUND
8 BS3 LYs BJ46a 12 LYS JAR 357 14.570 14.811 21.800 OK:FOUND
9 L LYS Bl46a 12 GLU JAR 363 30.732 >30.732 10.500 BAD:EUCL
10 BS3 LYS BJ46a 12 LYS JAR 366 26.550 >26.550 21.800 BAD:EUCL
11 BS3 LYS BJ46a 12 LYS JAR 384 20.481 21.609 21.800 OK:FOUND
12 BS3 LYS BlJ46a 12 SER JAR 388 7.498 8.847 18.000 OK:FOUND
13 BS3 LYS BJ46a 15 LYS JAR 356 20.638 >32.700 21.800 BAD:NOTFOUND
14 BS3 LYS BlJ46a 15 LYS JAR 357 18.302 20.916 21.800 OK:FOUND
15 BS3 LYS BJ46a 15 LYS JAR 366 31.577 >31.577 21.800 BAD:EUCL
16 BS3 LYS BlJ46a 15 SER JAR 388 12.325 13.034 18.000 OK:FOUND
17 BS3 LYS BJ46a 15 LYS JAR 394 17.261 20.902 21.800 OK:FOUND
18 ZL GLU BlJ46a 16 LYS JAR 71 21.919 >21.919 10.500 BAD:EUCL
19 ZL GLU BlJ46a 16 SER JAR 276 36.682 >36.682 7.700 BAD:EUCL
20 DIA ASP BJ46a 100 ASP JAR 75 13.568 17.471 14.100 BAD:LONG
21 DIA GLU Bl46a 104 ASP JAR 75 10.388 11.457 15.400 OK:FOUND
22 DIA ASP BJ46a 105 ASP JAR 75 11.999 12.052 14.100 OK:FOUND
23 BS3 SER BJ46a 112 LYS JAR 384 46.253 >46.253 18.000 BAD:EUCL

No modelo selecionado, 12 restricbes totais foram validadas: 66,66% das
restricdes BS® e XPlex — diamina foram validadas (distancias euclidianas e topolégicas
dentro dos limites), mas nenhuma restricdo XPlex-zero-length foi validada. BS?®
apresentou 10 validacdes onde percebe-se 3 hotspots em BJ46a: 5 restricdes séo
referentes ao residuo 12 (50%) e 3 restricbes sao referentes ao residuo 15 (30%). As
duas restri¢cdes restantes envolvem o residuo N-terminal S1. Diamina apresentou dois

cross-links validados, referentes ao residuo 75 de jararagina (dominio
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metaloendopeptidase) para os residuos 104 e 105 de BJ46a. Para facilitar a
visualizacao dos dados, dividimos os dois hotspots em duas visualiza¢des separadas.
A Figura 91 (painel A) apresenta os cross-links envolvendo o residuo 12 de BJ46a e
o painel B apresenta os cross-links envolvendo o residuo 15 de BJ46a. Ambos painéis
tém os cross-links E104-D75 e D105-D75.

Ser112

Figura 91: Cross-links validados no modelo final do docking C1-BJ46a/Jararagina.

O dominio C1 foi representado na forma cartoon (colorido em ciano). As ligacdes de dissulfeto foram
representadas pelos atomos Ca, C[ e Sy da cisteina na forma de bastfes coloridos em amarelo. O
sitio de glicosilacao foi representado pelo carbono alfa do residuo Asn76. Os residuos envolvidos em
cross-links foram representados pelos carbonos alfa e beta, na forma linha e esfera, coloridos em
vermelho. Os cross-links validados foram representados na forma esfera e linha e coloridos de acordo
com a estratégia envolvida: BS® colorido em verde e XPlex-diamina colorido em ciano. Separamos os
cross-links validados em duas figuras para evitar a sobreposicido excessiva. O painel A (esquerda)
apresenta os cross-links originados no residuo Lys12 e o painel B (direita) os cross-links originados no
residuo Lys15 de BJ46a.
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Analisamos o modelo de docking gerado para a interacdo do dominio C1 de
BJ46a com os dados diferenciais de HDX-MS para esta regido. As Figura 93 e 94
representam a superficie do complexo entre C1 e jararagina. Como mencionado
anteriormente, os dados de HDX-MS diferenciais apontam para regides de protecao
localizadas no N-terminal (residuos 3 a 7), na a-hélice central do dominio (residuos
12-16 / 19-22 /28-29), nos loops L1 (48-52), L2 (100-106) e, ainda, regides de
desprotecao pontuais nos residuos E27 e N42.

No modelo, os loops L1 e L2 do dominio C1 estdo direcionados para a
superficie de jararagina; os segmentos 12-16, 19-22 e 28-29 estdo parcialmente
protegidos no interior da superficie de interacdo. O residuo E27 encontra-se exposto
na parte superior da a-hélice central, antecedendo a regido protegida dos residuos
28-29. O residuo N42 esta localizado no lado oposto, antecedendo a regido protegida
(Figura 94).

Entretanto, a regido N-terminal, principalmente os residuos 3 — 7, estdo
expostos no modelo, sem qualquer sinal de protecdo mesmo que parcial (Figura 94).
Como mencionado anteriormente, a por¢cdo N-terminal é extremamente importante
para o0 estabelecimento e manutencdo do complexo para cistatinas candnicas.
Quando esta regido é truncada, a afinidade de ligacdo da cistatina a papaina é 5.000
a 10.000 vezes menor do que em sua forma nativa (Nandy, 2017). E possivel que o
dominio cistatina 2 de BJ46a (C2) tenha um papel na orientagdo do N-terminal do
dominio C1 quando em complexo com jararagina, impondo uma restricao adicional ao
posicionamento desta regido. Além disso, 0 método de corpos rigidos adotado pela
simulacdo de docking ndo efetua a modificacdo / flexibilizacdo de regibes néao-
estruturadas como loops e voltas.

Para jararagina, a analise diferencial dos dados de HDX-MS por mapas
residuais indicou que as regides 101-114 e 166-180 apresentaram uma protecao
isotdpica, isto €, incorporaram menos atomos de deutério comparado ao controle
(jararagina em sua forma livre), conforme demonstrado na secéao 4.4.3 deste capitulo
(p.154). Ja a regiao 43-45 incorporou mais deutério quando em complexo, uma
exposicdo maior ao isotopo. A andlise subtrativa (Figura 70) permitiu a

sublocalizagdo das regidbes de protecdo em 110TIGi122 e a regiao
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168lIMG170P172TISNE176P178SKF180. A analise apontou ainda trés residuos de
aminoacidos protegidos pontualmente (single-residue resolution): 1105, 193 e D209.

A Figura 92 ilustra as regides diferenciais de incorporacdo em jararagina
gquando em complexo com o inibidor BJ46a. As regides de protecdo (em azul) e a
regido de exposi¢do (em vermelho) margeiam a a-hélice, representada em ciano, que
contém os residuos de histidina 145 e 149, parte da triade de residuos de histidina
que coordenam o atomo de zinco, essencial para a catélise. A regido 168-180
também compreende a alga Met-turn, parte da coordenacéo espacial do sitio ativo. E
possivel que, no momento da interagdo com BJ46a, ocorram rearranjos estruturais no
dominio metaloendopeptidase de jararagina para acomodar o inibidor, levando a
protecdo ou exposicado de regides no dominio. Outra possibilidade que deve ser
considerada é a formacéo de novas ligaces de hidrogénio intra- e inter-moleculares,
que afetam diretamente a incorporagdo isotdpica nos hidrogénios amidicos do
backbone (Kochert et al. 2018).
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Resid 110-112

/ Resid 172-176

Resid 178-180
Resid 168-170

Resid 43-45

Figura 92: Representacao das regides diferenciais de protecdo/exposicdo a deutério no modelo estrutural
de jararagina.

A SVMP jararagina foi representada na forma cartoon, onde o dominio metaloendopeptidase foi colorido em cinza
com a hélice que abriga o sitio ativo (residuos 135 a 152) colorida em ciano. O dominio desintegrina-simile foi
colorido em laranja e o dominio rico em cisteina foi colorido em branco. As regibes que apresentaram protecéo de
incorporacéo isotdpica foram coloridas em azul. A regido em vermelho representa a regido que apresentou aumento
da incorporacgdo de deutério. Os residuos para os quais a analise dos dados permitiu inferir incorporacéo isotopica
pontual (single-residue resolution) foram destacados em azul.
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Figura 93: A interagéo entre o dominio C1 de BJ46a e jararagina.

O dominio C1 de BJ46a foi representado pela superficie colorida em ciano e as regifes que apresentaram protecao
diferencial nos dados de HDX-MS foram coloridas em azul. Regies que sofreram exposi¢cdo pontual foram
coloridas em vermelho. A metaloendopeptidase jararagina foi representada pela superficie colorida em cinza, onde
as regifes protegidas diferencialmente foram coloridas em azul.
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Figura 94: Interagcéo entre o dominio C1 de BJ46a e jararagina, com incorporacao dos dados de XL-MS e
HDX-MS.

A orientacdo da figura 93 foi alterada em 90°. O dominio C1 de BJ46a foi representado pela superficie colorida em
ciano e as regides que apresentaram protecdo diferencial nos dados de HDX-MS foram coloridas em azul. Os
cross-links validados foram representados na forma esfera e linha e coloridos de acordo com a estratégia envolvida:
BS® colorido em verde, diamina colorido em ciano e zero-length colorido em azul escuro. As regides que
apresentaram protecao diferencial foram coloridas em azul e identificadas pelas legendas. Observamos os loops
L1 (residuo 48 a 52) e L2 (residuos 100 a 106) sendo direcionados para a superficie de jararagina, na regido do
dominio rico em cisteina e dominio metaloendopeptidase. A a-hélice central esté parcialmente protegida no interior
da superficie de interagéo.
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4.5.3.3 — Docking molecular entre o segundo dominio cistatina de BJ46a (C2) e a
metaloendopeptidase jararagina

Para o docking do dominio C2 de BJ46a com jararagina, avaliamos inicialmente
os dados de XL-MS e de HDX-MS disponiveis para este dominio. Os dados de XL-

MS geraraml15 restricbes espaciais inter-dominio, como demonstra a tabela 28:

Tabela 28: Restricdes de distancia inter-dominio derivada de XL-MS para o docking entre o segundo
dominio cistatina de BJ46a — jararagina.

Legenda: C1/C2: primeiro e segundo dominio cistatina de BJ46a; (M): dominio metaloendopeptidase de
jararagina; (C): dominio rico em cisteina de jararagina; ZL: zero-length; DIA: diamina.

Link Res1 | Prot. Res.Num Res2 Prot. Res.num Dominio @ Dist(A) | Crosslinker

1 SER  BJ46a 133 ASP  BJ46a 49 Cc2-C1 7.000 ZL
2 SER  BJ46a 133 ASP | BJ46a 100 c2-C1 7.000 ZL
3 SER  BJ46a 133 GLU Jar 363 C2-Jar(C) 7.700 ZL
4 ASP | BJ46a 140 ASP | BJ46a 10 c2-C1 14.100 DIA
5 SER  BJ46a 141 GLU | BJ46a 11 Cc2-C1 7.700 ZL
6 GLU  BJ46a 143 LYS @ BJ46a 29 c2-C1 10.500 ZL
7 LYS BJ46a 152 GLU | BJ46a 16 c2-C1 10.500 ZL
8 LYS @ BJ46a 152 GLU | BJ46a 104 c2-C1 10.500 ZL
9 LYS BJ46a 152 LYS Jar 71 C2-Jar(M)  21.800 BS®
10 LYS @ BJ46a 152 LYS Jar 86 C2-Jar(M) = 21.800 BS®
11 SER  BJ46a 154 LYS @ BJ46a 12 c2-C1 18.000 BS®
12 SER  BJ46a 154 LYS Jar 71 C2-Jar(M) = 18.000 BS®
13 GLU  BJ46a 231 LYS Jar 357 C2-Jar(C) 10.500 ZL
14 SER  BJ46a 232 GLU | BJ46a 8 Ci1-Cc2 7.700 ZL
15 SER  BJ46a 232 GLU Jar 363 C2-Jar(C) 7.700 ZL

Estruturalmente, existem trés regides que concentram 0s cross-links no
segundo dominio cistatina de BJ46a, ilustrados na Figura 95. A regido N-terminal do
dominio (residuo S133) apresenta duas restricbes direcionadas ao dominio C1 de
BJ46a e uma restricdo direcionada ao dominio rico em cisteina de jararagina,
concentrando 3 restri¢des (33% do total). Na a-hélice central, os residuos D140, S141
e E143 estéo direcionados para o dominio C1 de BJ46a, enquanto que os residuos
152 e 154 estdo direcionados ao dominio Cl1 de BJ46a e ao dominio
metaloendopeptidase de jararagina. Por fim, na ultima fita B, os residuos 231 e 232
estdo conectados aos dominios C1 de BJ46a e rico em cisteina de jararagina. O
padrao de cross-links encontrado para o dominio C2 difere do dominio C1, no qual
um conjunto de residuos (hotspots) interagem com diferentes residuos de jararagina.
Em C2, ha hotspots, mas estes interagem tanto com o dominio C1 de BJ46a e com

os dominios de jararagina, e, provavelmente, ndo séo restricbes conflitantes.
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Figura 95: Cross-links Mapeados no Dominio C2-BJ46a.

O dominio C2 foi representado na forma cartoon (colorido em cinza). As ligacdes de dissulfeto foram
representadas pelos a&tomos Ca, CB e Sy da cisteina na forma de bastbes coloridos em amarelo. O
sitio de glicosilacéo foi representado pelo carbono alfa do residuo Asn185. Os residuos envolvidos em
cross-links foram representados pelos carbonos alfa e beta, na forma linha e esfera, coloridos em
vermelho. Nao foram observados cross-links em residuos relacionados aos loops L1 e L2.
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Conforme discutido na subsecao 4.4.3 deste capitulo, os perfis de incorporacao
isotopica entre os dominios cistatina de BJ46a sao distintos, tanto na forma livre de
BJ46a quanto em complexo com a SVMP jararagina. Para o segundo dominio
cistatina de BJ46a, mapeamos duas regides de exposi¢cdo: uma compreendendo 0s
residuos 156 a 164, localizados na metade da primeira fita B, e outra compreendendo
os residuos 175 — 179, que compreende a parte central da segunda fita 3. Os mapas
residuais e a analise subtrativa também indicaram uma regido de protecdo para o
intervalo de residuos 228-258 e uma incorporacgao pontual (single-residue resolution)
para o residuo C234. Assim como no dominio C1, a regido vicinal ao sitio de N-
glicosilacdo (N185) ndo apresentou cobertura de sequéncia. As regides diferenciais
de incorporacao isotopica foram ilustradas na Figura 96.

As informacgdes acerca do papel do segundo dominio cistatina para o inibidor
HSF e para cistatinas canonicas sao escassas. Para HSF, nenhum fragmento anti-
hemorragico oriundo de C2 foi detectado apds hidrélises sucessivas do inibidor e
nenhuma protecdo dos residuos de lisina foi reportada apos a trinitrofenilacdo dos
residuos de lisina do complexo inibidor-toxina, indicando que o dominio C2 talvez ndo
faca parte da interface de interacéo (Aoki et al. 2007). Entretanto, verificamos nesta
tese um conjunto de cross-links partindo do dominio C2 para o dominio C1 de BJ46a;
€ possivel qgue o dominio contribua para a orientacéo relativa de C1 no complexo
inibidor-toxina, mas outros experimentos e simulacdes precisam ser realizados para

confirmar esta hipotese.
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Figura 96: Mapa representativo da protecao/exposicao atroca hidrogénio-deutério no dominio C2 de BJ46a.

O dominio C2 foi representado na forma cartoon colorido em cinza. As pontes dissulfeto (C186-C198 e C211-
C234) foram representados pelos atomos Ca, CB e Sy, na forma de bastdes coloridos em amarelo. O sitio de N-
glicosilagdo no residuo N185 foi representado na forma de esferas de Van der Waals para os atomos Ca e CB. As
regides compreendidas entre os residuos 156 a 164 e 175 a 176 apresentaram exposi¢cao, e foram coloridas em

vermelho. A regido 180 a 212 ndo apresentou cobertura de sequéncia, colorida em cinza.

Para o docking C2-jararagina, foram calculados 200.082 modelos, classificados
de acordo com o numero de restricbes experimentais violadas, analisadas pelo
software Topolink (tabela 29). Obtivemos 3 modelos contendo 10 viola¢des, o menor

nlmero no conjunto.
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Tabela 29: Andlise do docking C2 — BJ46a e jararagina pelo software Topolink.

Numero de Violacdes Numero de Modelos

10 3
11 478
12 4012
13 6311
14 23890
15 165388

Devido a baixa amostragem do grupo contendo 10 violagcBes, analisamos
também o grupo que apresentou 11 violacdes, contendo 478 modelos. O grupo de
10 violagdes apresentou validacao para os links 8,9,10,12 e 13 (Tabela 28) em todos
os trés modelos, sendo que o modelo de menor energia de restricdes de distancia foi
0 modelo 000847.

Para o grupo contendo 11 violacdes, agrupamos 0os modelos de acordo com a
validacéo/violacdo das restricdes experimentais, gerando 9 diferentes subgrupos,

como demonstra a Figura 97.

Docking C2-Jararagina

300

250

241

200
150

96
100

50
50 8
| l -
_—
4 5

Nimero de Modelos

26 27
1 1

o H N
1 2 3 G 7 8 9

Mamero do Grupo

Figura 97: Anélise do Grupo contendo 11 violagdes de acordo com a Validagao/Violagédo de
cross-links.

O grupo contendo 11 violacdes das restricdes de cross-links foram agrupados gerando 9 subgrupos. O
subgrupo 4 corresponde a 50,41% do total de modelos produzidos no grupo de 11 violacdes.



207

As diferencas entre os nove grupos podem ser evidenciadas pelo mapa das

restricbes violadas/validadas representadas pelos modelos de menor energia de

restricdo experimental de cada grupo. As principais restricdes que causam variacao

neste grupo séo as restricées de indice 8, 10, 11, e 13 (Tabela 23). Apenas um modelo

apresentou variagdo da restricdo de indice 1 e 8, como demonstra a tabela 30.

A partir deste mapa, alinhamos todos os modelos dos grupos de 10 e 11

violacdes utilizando como referéncia o modelo de menor energia de restricbes

experimentais do grupo de 10 violacbes (modelo c2 cl jara B 000847).

Selecionamos entdo os 100 modelos de menor RMSD. A disperséo do grupo foi de 0

A (referéncia) a 1,964 A, constituindo um grupo bastante convergente.

Tabela 30: Mapa de restricGes validadas dos modelos de menor energia nos grupos de 10 e 11 violages.

10

11

12

13

14

15

Cross

L
AL
L
DIA
L
L
L
L
BS3
BS3
BS3
BS3
L
AL

L

Na

Rest

(1338-
49A)
(1338-
100A)
(1338-
363D)
(1408-
10A)
(1418-
11A)
(1438-
29A)
(1528-
16A)
(1528-
104A)
(1528-
71D)
(1528-
86D)
(1548-
12A)
(1548-
71D)
(2318-
357D)
(2328-
8A)
(2328-
363D)

Etotal
EIS_C

ERest

Grupo

10viol
000847

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

OK:FOUND

OK:FOUND

OK:FOUND

BAD:EUCL

OK:FOUND

OK:FOUND

BAD:EUCL

BAD:EUCL

-89,797
-0,248
361,081
10-viol

Figura

021086

BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:EUCL

BAD:EUCL

-83,966
-1,245
382,411
1,000

98,

024474 020952 054103
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:LONG OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND BAD:LONG OK:FOUND
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
OK:FOUND OK:FOUND OK:FOUND
OK:FOUND OK:FOUND BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
BAD:EUCL BAD:EUCL BAD:EUCL
-103,479 -80,456 -49,219

5 -0,819 0,148

344,527 438,901 370,294

2,000 3,000 4,000
apresentamos

a

11viol
048729

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

OK:FOUND

OK:FOUND

OK:FOUND

BAD:EUCL

OK:FOUND

BAD:LONG

BAD:EUCL

BAD:EUCL

-92,333
-6,899
364,425
5,000

034008

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

OK:FOUND

OK:FOUND

OK:FOUND

BAD:EUCL

OK:FOUND

BAD:NOTFOUND

BAD:EUCL

BAD:EUCL

-50,243
-2,185
363,974
6,000

058518

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

OK:FOUND

OK:FOUND

OK:FOUND

BAD:LONG

OK:FOUND

BAD:EUCL

BAD:EUCL

BAD:EUCL

-41,683
-0,701
376,870
7,000

sobreposicao

055928

BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
OK:FOUND
OK:FOUND
OK:FOUND
BAD:LONG
OK:FOUND
BAD:LONG
BAD:EUCL

BAD:EUCL

-79,379
-3,448
475,981
8,000

dos

004535

OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL
BAD:EUCL

OK:FOUND

OK:FOUND
BAD:EUCL

OK:FOUND
BAD:EUCL
BAD:EUCL

BAD:EUCL

18,334
-2,068
543,924
9,000

modelos

c2_cl_jara_B_000847 (referéncia), o modelo c2_cl jara_B_003445 (RMSD 1,008 A)
e o modelo c2_cl jara_ B 075143 (RMSD 1,964 A). Os modelos selecionados pela

dispersdo do RMSD apresentaram uma variagdo de energia de

restricbes
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experimentais entre 361 a 583 REU, enquanto que a energia relativa a superficie de
interacao variou de -0,248 a -6,239 REU.

Ao compararmos estes modelos, observamos deslocamentos laterais do
dominio C2, além de uma variacao do angulo de posicionamento relativo a jararagina.
A presenca de restricbes de distancia envolvendo residuos de C2 com o N-terminal
de C1, e com os dominios metaloendopeptidase e rico em cisteina de jararagina
(Tabela 28) indica que o dominio C2 de BJ46a se aproxima do complexo C1-
jararagina pela extremidade N-terminal de C1 e se aproxima da toxina nas vizinhancas

do dominio metaloendopeptidase e rico em cisteina.

Figura 98: Diferentes orientacdes de C2-BJ46a quanto ao modelo Cl-Jararagina.

A metaloendopeptidase jararagina foi representada na forma de superficie colorida em cinza. Os
dominios cistatina C1 e C2 foram representados na forma cartoon, onde o dominio C1 foi colorido em
ciano. O modelo de referéncia para C2-BJ46a (menor energia de restricbes), modelo
c2_cljara_B 000847, colorido em verde nas Figuras A e B, na mesma posicdo. O modelo
c2_cljara_B_ 003445 com RMSD de 1,008 A foi colorido em branco (Figura A) e o modelo
c2_cljara_B_ 075143 (RMSD 1,964 A) foi colorido em cinza.

A Figura 99 ilustra os dados diferenciais de HDX-MS de C2 no docking C2-
jararagina. E possivel verificar nesta representacdo que as fitas B de C2 que sofreram
uma maior incorporacdo isotépica quando em complexo com jararagina estdo
completamente expostas no modelo selecionado. A regido tida como protegida da

troca H-D esta proxima a interface de interacdo com jararagina. Entretanto, um
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aspecto que ainda precisa de ajustes € a distancia entre o residuo C-terminal de C1
(residuo Ser112) e o residuo N-terminal de C2 (Ser 133), calculada em 55 A. Em uma
hipotética configuracdo estendida, esta distancia é de 60 A. E possivel que, ao
adotarmos uma estratégia independente de modelagem e docking dos dominios de
BJ46a, a informacdo referente a flexibilidade das porcdes terminais tenha sido

perdida.
C-terminal
Ser112
Residuos
156-164 ——>
N- termlnal

Ser133 /’

Residuos
175-179

Residuos
230-233

Figura 99: Interacdo C2-BJ46a com o complexo C1-BJ46al/jararagina.

A jararagina foi representada na forma de superficie colorida em cinza. Os dominios C1 e C2 de BJ46a
foram representados na forma Cartoon coloridos em cinza e verde, respectivamente. As regibes do
dominio C2-BJ46a que apresentaram exposi¢do no perfil de HDX-MS foram coloridas em vermelho, a
regido que apresentou protecao foi colorida em azul.

Por fim, o modelo final (docking C1-C2-jararagina) foi entdo analisado pelo
software Topolink. Validamos 3 das 4 restricdes geradas pelo ALC BS?3, e 2 das 10
restricdes geradas pela abordagem XPlex — zero length. N&o foi possivel validar a
restricdo oriunda de XPlex — diamina no modelo (Tabela 30). As restricbes validadas

encontram-se ilustradas na Figura 100.
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Os resultados da integracao de dados experimentais de XL-MS e HDX-MS para
a modelagem e docking molecular ofereceram uma visao inédita sobre a interacéo do
inibidor BJ46a com a metaloendopeptidase jararagina. Juntos, os dados indicam que
o primeiro dominio cistatina de BJ46a interage com o dominio metaloendopeptidase
de jararagina, especialmente em regides que flanqueiam o &tomo de zinco presente
no dominio, essencial para a catalise enzimatica. Apesar de BJ46a ndo ser
considerada uma cistatina verdadeira (i.e., que inibe cisteinoendopeptidases) devido
as alteracg@es significativas na regido ativa de inibicdo desta classe de peptidases, os
dados de HDX-MS, associados a analise estrutural, demonstraram que o primeiro
dominio cistatina de BJ46a ainda retém caracteristicas estruturais da interacdo de
cistatinas verdadeiras com cisteinoendopeptidases, particularmente a importancia da
regido N-terminal e dos loops L1 e L2 para a interagcdo com a toxina (Nandy, 2017).
Por outro lado, a interacdo do segundo dominio cistatina com a metaloendopeptidase
jararagina ainda ndo esta clara e precisa ser revisitada, com novas fontes de dados
estruturais que gerem restricdes adicionais para guiar uma nova simulacao de docking

molecular.

Tabela 31: Mapa dos cross-links validados no modelo de docking C2 - jararagina

Resl Res2 Dist Dist Dist

Indices Link Resl Cadeia Num Res2 cadeia num Euclid Topo Max Result

1 AR SER B 133 ASP A 49 24,643 >24,643 7.000 BAD:EUCL
2 ZL SER B 133 ASP A 100 25.907 >25.907 7.000 BAD:EUCL
3 AR SER B 133 GLU D 363 24.691 >24.691 7.700 BAD:EUCL
4 DIA ASP B 140 ASP A 10 42.609 >42.609 14.100 BAD:EUCL
5 ZL SER B 141 GLU A 11 32.620 >32.620 7.700 BAD:EUCL
6 L GLU B 143 LYS A 29 40.583 >40.583 10.500 BAD:EUCL
7 ZL LYS B 152 GLU A 16 18.359 >18.359 10.500 BAD:EUCL
8 L LYS B 152 GLU A 104 9.439 10.182 10.500 OK:FOUND
9 BS3 LYS B 152 LYS D 71 16.511 21.285 21.800 OK:FOUND
10 BS3 LYS B 152 LYS D 86 19.286 20.421 21.800 OK:FOUND
11 BS3 SER B 154 LYS A 12 24.435 >24.435 18.000 BAD:EUCL
12 BS3 SER B 154 LYS D 71 9.246 9.675 18.000 OK:FOUND
13 L GLU B 231 LYS D 357 9.632 10.464 10.500 OK:FOUND
14 ZL SER B 232 GLU A 8 25.689 >25.689 7.700 BAD:EUCL
15 L SER B 232 GLU D 363 23.335 >23.335 7.700 BAD:EUCL
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Figura 100: Cross-links validados no docking dos dominios C2-Cl1 de BJ46a com a
metaloendopeptidase jararagina.

A metaloendopeptidase jararagina foi representada pela sua superficie colorida em cinza. Os dominios
Cl e C2 de BJ46a foram representados na forma cartoon coloridos em ciano e azul claro,
respectivamente. Os residuos envolvidos nos cross-links foram representados pelos carbonos Ca e C3
na forma linha e esfera coloridos em vermelho. Os cross-links validados foram representados na forma
linha e esfera coloridos de acordo com o agente de cross-link: BS® em verde e zero-length em azul.
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5 - CONCLUSOES

Implementamos uma metodologia otimizada de purificacdo do inibidor BJ46a,

com rendimento purificativo superior ao originalmente publicado;

A aplicacdo da técnica de XL-MS permitiu 0 mapeamento da topologia do
complexo BJ46a — jararagina e gerou restricdes espaciais importantes para a
modelagem molecular de jararagina e dos dominios cistatina de BJ46a, bem
como auxiliou no posicionamento espacial dos dominios para as simulacées

de docking molecular;

Confirmamos experimentalmente as pontes dissulfeto C9-C313 e C124-C127
em BJ46a. A ponte C9-C313, que une as extremidades N- e C-terminais do
inibidor, € uma caracteristica distintiva de fetuinas, reforcando a similaridade

estrutural de BJ46a com este grupo de proteinas;

Implementamos, no Laboratério de Toxinologia, toda a infraestrutura
experimental necesséria para a aquisicdo de dados de troca isotdpica

hidrogénio/deutério monitorada por espectrometria de massas;

Os dados de HDX-MS de BJ46a e jararagina possibilitaram o mapeamento de
regides-chave de interacdo inibidor-toxina. Para BJ46a, a mudanca mais
expressiva ocorreu no N-terminal do primeiro dominio cistatina, enquanto que
para jararagina, as principais alteracdes no perfil de incorporacao isotépica
ocorreram em regides que flanqueiam o atomo de zinco catalitico, no dominio

metaloendopeptidase;

Esta tese aprofunda o conhecimento acerca do fenébmeno de inibicdo de
metaloendopeptidases de venenos de serpentes por BJ46a e tem o potencial
de embasar futuras abordagens terapéuticas para os acidentes ofidicos, bem
como para outras patologias associadas com a atividade e/ou expressao

desregulada de metaloendopeptidases.
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