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RESUMO

No Brasil, durante o ano de 2015 (Ultimos dados disponiveis), foram registrados 106.983 casos de
acidentes com animais peconhentos. Desse total, 19.495 envolveram aranhas (18,22%). O estado de
Minas Gerais apresentou o maior nimero de acidentes com animais peconhentos notificados com 19.474
casos registrados, sendo que 2.269 acidentes foram com aranhas (11,6%). Dentre os acidentes com
Aranha, destaca-se o género Loxosceles (aranha-marrom), responsavel por 58% dos acidentes com
aranhas em que houve identificacdo da espécie. No mundo, ja foram identificadas cerca de 100 espécies
diferentes de Loxosceles, dentre elas, 10 sdo encontradas no Brasil. As espécies de maior importancia
médica sdo: L. intermedia, L. gaucho, L. similis e L. laeta. O veneno da aranha-marrom possui uma
composicdo extremamente complexa, contendo diversas toxinas. Dentre as enzimas foram identificadas:
hidrolases, hialuronidases, lipases, peptidases, colagenases, alcalino fosfatase, 5-ribonucleotidase,
fosfohidrolases e proteases. Embora, provavelmente todas as enzimas presentes no veneno sejam
capazes de contribuir de alguma forma para a progressdo da lesdo decorrente do acidente, somente as
esfingomielinases D (SMase D), lipases presentes no veneno, foram capazes de produzir lesdes
dermonecroéticas, hemdlise e agregagdo plaquetaria em animais de laboratério. Foi demonstrado em
laboratério que as SMase D possuem diversos substratos e embora tenha sido demonstrado que em meio
fisiol6gico a SMase D de L. laeta é capaz de liberar a colina da lisofosfatidilcolina (LPC), uma molécula de
imunosinalizacéo derivada de fosfatidilcolina (PC), assim gerando acido lisofosfatidico (LPA), conhecido
por induzir varias respostas bioldgicas e patolégicas, o mecanismo das SMAses D causador
dermonecrose ainda ndo foi totalmente elucidado. Recentemente foi identificado um motivo bem
conservado na porgdo C-Terminal das SMases D (ATXXDNPW) de diferentes espécies e géneros, logo
apos a Ultima a-hélice do TIM barril (a/B)s. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
mutacdo de aminoacidos conservados D277 e W280 na por¢do C-Terminal da esfingomielinase rLID1 do
veneno de Loxosceles intermedia. As proteinas recombinantes rLID1, rLID1_D (D277A), rLID1_W
(W280A) e rLID1_DW (D277A e W280A) foram submetidas a modelagem e dindmica molecular a fim de
avaliar os impactos das mutagdes in silico. Constatou-se que as mutagfes aumentam a flexibilidade da
alca catalitica da proteina. Apds a avaliacéo in silico, as proteinas foram expressas em BL21 (DE3) Arctic
Express, porém, somente as proteinas rLID1, rLID1_D e rLID1_W ficaram sollveis. As proteinas solUveis
foram purificadas utilizando cromatografia de afinidade e logo em seguida, cromatografia de gel filtracao.
Apls a obtencdo das proteinas puras, foi realizado o teste enzimatico para avaliar a atividade das
proteinas e foi observado que a proteina mutante rLID1_D possui atividade enzimética similar a proteina
wildtype rLID1 enquanto a proteina rLID1 W possui atividade enzimatica superior. Em seguida, foi
realizado o teste bioldgico em coelho e foi constatado que as proteinas mutantes sdo capazes de causar
dermonecrose, porém, a proteina rLID1_W, na quantidade testada, possui capacidade muito inferior a
proteina wildtype. Nossos dados indicam que as mutagfes na regido C-Terminal da rLID1 impactam na
atividade enzimatica e bioldgica da proteina.



ABSTRACT

In Brazil, during the year 2015 (last available data), there were 106,983 cases of accidents with
venomous animals. Of this total, 19,495 involved spiders (18.22%). The state of Minas Gerais had the
highest number of accidents with venomous animals reported with 19,474 recorded cases, of which 2,269
were with spiders (11.6%). Among the accidents with Spider, the genus Loxosceles (brown spider) stands
out, responsible for 58% of the spider accidents in which the species was identified. In the world, about
100 different species of Loxosceles have been identified, of which 10 are found in Brazil. The species of
major medical importance are: L. intermedia, L. gaucho, L. similis and L. laeta. The venom of the brown
spider has an extremely complex composition, containing several toxins. Among the enzymes were
identified: hydrolases, hyaluronidases, lipases, peptidases, collagenases, alkaline phosphatase, 5-
ribonucleotidase, phosphohydrolases and proteases. Although probably all the enzymes present in the
venom are able to contribute in some way to the progression of the injury resulting from the accident, only
sphingomyelinases D (SMase D), a lipase present in the venom, were able to produce dermonecrotic
lesions, hemolysis and platelet aggregation In laboratory animals. It has been demonstrated in the
laboratory that SMase D has several substrates and although it has been demonstrated that in
physiological medium the SMase D of L. laeta is capable of releasing choline from lysophosphatidylcholine
(LPC), an immunosin- guishing molecule derived from phosphatidylcholine (PC), thus generating
lysophosphatidic acid (LPA), known to induce various biological and pathological responses, the
mechanism of SMAse D causing dermonecrosis is still not fully elucidated. Recently, a well conserved
motif was identified in the C-Terminal portion of SMasesD (ATXXDNPW) of different species and genera,
shortly after the last a-helix of the TIM barrel (a / B)s. Thus, the objective of this work was to evaluate the
effects of the conserved D277 and W280 amino acid mutation on the C-terminal portion of the rLID1
sphingomyelinase from the Loxosceles intermedia venom. The recombinant proteins rLID1, rLID1_D
(D277A), rLID1_W (W280A) and rLID1_DW (D277A and WZ280A) were submitted to modeling and
molecular dynamics in order to evaluate the impact of mutations in silico. The mutations were found to
increase the flexibility of the protein's catalytic loop. After in silico evaluation, the proteins were expressed
in BL21 (DE3) Arctic Express, however, only the rLID1, rLID1_D and rLID1_W proteins were soluble.
Soluble proteins were purified using affinity chromatography and then, gel filtration chromatography. After
obtaining the purified proteins, the enzymatic assay was performed to evaluate the activity of the proteins
and it was observed that the mutant rLID1_D has enzymatic activity similar to the wildtype protein rLID1
while the rLID1_W protein has superior enzymatic activity. After that, it was performed a biological assay
and mutant proteins were found to be capable of causing dermonecrosis, but the rLID1_W protein, in the
concentration used, has much lower capacity than the wildtype protein. Our data indicates that the
mutation on C-Terminal of rLID1 impacts both biological and enzymatic activity of the protein.
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1. INTRODUCAO

1.1. Animais Pegconhentos no Brasil e no Mundo

Segundo a definicdo do Ministério da Saude: “Animais pe¢onhentos sao
reconhecidos como aqueles que produzem ou modificam algum veneno e
possuem algum aparato para injeta-lo na sua presa ou predador’.’ Devido a
esta capacidade ocorrem diversos acidentes relacionados a estes animais,

embora ndo se saiba ao certo o numero de casos pelo mundo.

Entre os diversos paises no mundo onde ocorrem 0s acidentes com
animais peconhentos, ha uma grande diferenga em termos de sistemas de
saude publica, bases socioecondmicas, infraestrutura e valores culturais e
sociais, fato que dificulta o levantamento de estatisticas globais. Por exemplo,
em alguns deles ndo € obrigatoria a notificagdo em caso de acidentes com
animais peconhentos ou os cidaddos nédo procuram ajuda em um hospital e
preferem meios alternativos para se tratar.” Além disso, a maioria dos casos de
acidentes envolvendo animais peconhentos ocorre em regides pobres do
planeta, fazendo com que a situacdo se torne amplamente ignorada. O
problema chegou a uma proporgcédo tdo grande que em 2009, os acidentes
envolvendo serpentes foram adicionados pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) 2 lista de doencas tropicais negligenciadas®. No Brasil, visando levantar
dados referentes a este problema, na década de 90 foi criado o SINAN -
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo. Porém, s6 em agosto de
2010, o Ministério da Saude adicionou os acidentes com animais peconhentos

a Lista de Notificacdo Compulséria (LNC).**

Ao analisarmos os dados referentes aos acidentes com animais
peconhentos no Brasil, percebemos que 0s casos com serpentes estdo em 3°
lugar, mostrando que para o pais, existe uma relevancia em estudar ndo s6 0s
acidentes envolvendo serpente, mas também, os casos envolvendo Aranhas
(2° Lugar) e Escorpides (1° Lugar). Durante o ano de 2015, no pais, foram
registrados 106.983 casos de acidentes com animais pe¢onhentos. Desse total,
19.495 envolveram aranhas (18,22%) (Tabela 1).°



Tabela 1. Notificagbes registradas de tipo de acidente por ano de ocorréncia no sistema de
informacao de agravos de notificagdo pelo Ministério da Sadde/SVS.”

TIPO DE ACIDENTE 2013 2014 2015
SERPENTE 28.431 27.183 18.741
ARANHA 29.988 27.103 19.495
ESCORPIAO 79.705 88.246 50.246
LARGATA 3.755 3.529 2.556
ABELHA 10.864 14.173 8.929
OUTROS 10.112 10.979 7.016
TOTAL 162.855 171.213 106.983

O estado de Minas Gerais apresentou o maior numero de acidentes com
animais peconhentos notificados em 2015 com 19.474 casos registrados. Em
2016, o estado registrou, de janeiro a setembro de 2016, cerca de 21.681
notificacdes (um aumento relativo ao ano de 2015 de 21,6%), sendo 57,4% em
zonas urbanas e 40,3% em zonas rurais. Nas areas urbanas, a maioria dos
acidentes envolveram escorpides (73,2%), seguido por aranhas (8,2%) e
abelhas (7,4%). Nas areas rurais a maior incidéncia de casos também
envolveram escorpides (51,6%), seguido por serpentes (17,6%) e aranhas
(16,4%).>°

1.2. As aranhas no Brasil

As aranhas sao animais invertebrados pertencentes ao filo Arthropoda
(artropodes), subfilo Chelicerata, familia Sicariidae e classe Arachnida
(aracnideos). Diferentemente dos artrépodes, seu corpo € dividido em
cefalotérax e abdémen. O cefalotérax apresenta quatro pares de pernas, um

par de pedipalpos e um par de queliceras, anatomia utilizada para inoculagédo
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do veneno produzido em glandulas situadas na por¢édo basal da quelicera. Em

geral, sdo predadoras de outros artrépodes, principalmente insetos. * 5 °

Os trés géneros de maior importancia clinica no Brasil encontram-se na
subordem araneomorphae: Loxosceles (popularmente conhecida como aranha-
marrom ou aranha-violino), Phoneutria (armadeira) e Lactrodectus (vilva-
negra). No pais, destaca-se o0 género Loxosceles, responsavel por 58% dos
acidentes com aranhas, no qual a espécie foi identificada, no ano de 2015.° No
mundo, ja foram identificadas cerca de 100 espécies diferentes de Loxosceles,
dentre elas, 10 sdo encontradas no Brasil. Porém, as espécies de maior
importancia médica séo L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. Além dessas trés
espécies, em 2005, a espécie L. similis, que anteriormente s6 havia sido
encontrada em cavernas de Minas Gerais, foi encontrada em residéncias,
mostrando ser capaz de se adaptar ao meio urbano e, por este motivo, tem

ganhado destaque de pesquisadores e 6rgdos de satde publica. 1% 11 12 13 14

15; 16

Figura 1. Loxosceles reclusa. Imagem retirada Swanson et al 2005'. Figura mostrando
Loxosceles reclusa, sua marca distinta em forma de violino e seu padréo tipico de olhos (trés pares de
olhos).

As aranhas do género Loxosceles, que significa “pernas inclinadas” pela

forma como esse género inclina as pernas ao descansar, sdo aracnideos
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pequenos, com o corpo de aproximadamente 1 (um) a 2 (dois) cm e, incluindo
as pernas, até 4 (quatro) cm de comprimento. E bem documentado e de
conhecimento popular que o género possui uma caracteristica estrutural bem
peculiar, uma mancha no formato de um violino na superficie dorsal de seu
cefalotérax, fato que levou ao seu nome popular de aranha-violino. Porém,
outras espécies podem possuir maculas escuras na parte dorsal parecidas com
um violino (ex. Pholcus phalangiodes), ou a Loxosceles pode n&o apresentar a
mancha dependendo da sua idade (aranhas jovens do género), fato que torna
a identificacdo através desta caracteristica inconfihvel e de facil ma
interpretacéo. Para identificacdo correta, os especialistas sugerem observar 0s
olhos, enquanto a maioria dos aracnideos apresentam oito olhos em arranjos
de duas fileiras de quatro, o género apresenta seis olhos dispostos aos pares,
comum as 100 espécies de Loxosceles espalhadas pelo mundo (Figura 1).
Todavia, apesar de ser a forma recomendada, existem espécies proximas
filogeneticamente que também possuem a mesma disposicdo de olhos,

Scytodes e Sicarius, e que podem ser confundidas. 17 181920

As aranhas do género podem viver de 3 a 7 anos e, em geral, ocupam
grande diversidade de habitats, como raizes e cascas de arvores, folhas secas
de palmeiras, bambuzais e cavernas; atrds de moveis, armarios, soOtaos,
garagens, porbes de casas, entulhos e madeiras. Podem infestar casas em
grandes numeros, possuem habitos noturnos, vivendo em teias irregulares e
apesar dos acidentes, ndo sdo agressivas, picam somente quando espremidas
contra o corpo. Além disso, podem viver varios dias ou meses sem comida ou
agua e podem suportar temperaturas de 8 a 43°C. Todas essas caracteristicas
mostram como esse género é altamente adaptado ao convivio com seres
humanos, fato que as faz prosperar em ambiente intradomiciliares e

peridomiciliares ao ponto que é dificil encontra-las na natureza. 1% % 1820

Em 2003, um estudo demonstrou que as aranhas da espécie L. reclusa
(género de importancia médica no continente norte americano) preferia se
alimentar de presas mortas a presas vivas. Além disso, foi demonstrado em
2010 que a espécie era capaz de se alimentar de insetos mortos por inseticida
(A-cyhalothrin 0.023mg/kg) sem morrer, sugerindo uma relacao de sinantropia,

em gue ao eliminar insetos presentes no ambiente doméstico, o crescimento da
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populacdo de aranhas L. reclusa seria favorecido. Porém, em 2008 foi
demonstrado que a espécie prefere presas vivas quando manipulado variaveis
como fome, tamanho da presa e tempo de morte da presa. Em 2011, na
tentativa de acabar com a discussdo, Vetter demonstrou que embora a L.
reclusa se alimente de presas mortas, outras espécies também se alimentam
se constritas ao ambiente de laboratério, mas que iSso seria apenas um
comportamento oportunistico e ndo uma preferéncia por presas mortas. Como
o trabalho de 2003 e 2010 receberam ampla atencdo da midia enquanto os
outros nao, até hoje ha confusdo em relacdo aos habitos da espécie
acreditando-se que a espécie prefira presas mortas e que ao tentar eliminar a
espécie utilizando inseticidas, estariamos favorecendo a espécie e nao a

eliminando. 2% 2% 24

1.3. Loxoscelismo

Quando os acidentes ocorrem com aracnideos do género Loxosceles, um
dos maiores problemas € a dificil identificacdo do acidente, ja que o veneno
nao costuma provocar dor no momento da picada e o paciente costuma ficar
assintomatico nas primeiras 8h-12h apos a picada. Ao serem admitidos no
hospital, geralmente, os pacientes ja apresentam sintomas de dor, eritema,
edema e equimose. Sintomas que podem ser facilmente confundidos com
diversas doencas dermatolégicas. Segundo os dados do Ministério da Saude,
cerca de 40% dos pacientes procuram ajuda somente 24 horas apdés o
acidente, diferente do que acontece com acidentes envolvendo outros géneros
de aracnideos de importancia médica no Brasil (Tabela 2). Além disso,
somente 20% conseguem ver a aranha na hora da picada e apenas 12 a 14%

dos pacientes levam a aranha.® 2> %°

Para descrever o conjunto de sintomas e sinais clinicos decorrentes do
envenenamento por aranhas do género Loxosceles é utilizado o termo
Loxoscelismo. O quadro clinico pode-se apresentar de duas formas:
Loxoscelismo cutédneo (LC) e Loxoscelismo viscerocutaneo (LVC). O LC é
caracterizado por dor, edema e lesGes necréticas, representando cerca de 85%

dos casos. Em casos mais raros, o paciente pode desenvolver o LVC, que
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representa até 15% dos casos, e além de apresentar 0s sintomas
caracteristicos de LC, apresenta também hematuria, hemoglobinuria, faléncia
renal, ictericia e febre. Pode ocorrer também o 6bito do paciente, embora néo

seja frequente e ocorra somente em 0,2 a 1,5% dos casos. 2% 2 28: 29: 30

Tabela 2. Notificacdes de tempo de atendimento por tipo de aranha registradas no sistema de
informac&o de agravos de notificagdo pelo Ministério da Satide/SVS. Dados referentes ao ano de 2015.°

TEMPO PHONEUTRIA LOXOSCELES LATRODECTUS
0A1HORA 1.666 710 29
1 A 3 HORAS 1018 624 24
3 A 6 HORAS 280 373 5
6 A 12 HORAS 90 325 6
12 A 24 HORAS 65 661 1
24 HORAS+ 146 1833 7

A gravidade do acidente pode ser influenciada por fatores relacionados a
aranha como estagio de desenvolvimento, sexo (fémeas produzem mais
veneno), quantidade e concentracdo do veneno injetado. Pode também ser
influenciado por outros fatores como local da ferida (lesbes em regibes com
maior quantidade de tecido lipidico como coxa, glute e abdémen geram piores
lesdes), idade do individuo (criancas desenvolvem casos sistémicos mais

facilmente), tempo até o atendimento e gendtipo do paciente, ™ 1% 20131

1.4. O veneno das aranhas-marrons

Como comum aos venenos de animais peconhentos em geral, 0s
venenos de Loxosceles possuem um perfil heterogénico entre espécies e
dentro da espécie. Os venenos possuem uma mistura complexa de proteinas,

peptideos e componentes de baixa massa molecular.t 32
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O veneno da aranha-marrom normalmente é utilizado para paralisar a
presa (insetos) ou como mecanismo de defesa e possui um volume total de
cerca de 4ul com uma composi¢cao extremamente complexa, contendo diversas
toxinas. Analise do transcriptoma das glandulas de veneno de L. intermedia
mostraram que 43,5% dos transcritos sdo toxinas. Estima-se que 0 veneno
contenha entre 65 a 100ug de proteinas variando entre 5 a 850kDa em massa

molecular, sendo que as moléculas de 5 a 40 kDa sédo predominantes (Figura
2) 18; 29; 33; 34; 35

Figura 2. Perfil eletroforético SDS-PAGE das proteinas presentes no veneno bruto de L.
intermedia. Imagem retirada de Veiga et al, 2000%. As proteinas foram separadas utilizando um gel de
poliacrilamida com gradiente linear 3-20% (p/v) em condi¢des néo redutoras e coradas por prata. Pode-se
perceber que o veneno € rico em proteinas de baixa massa molecular (5 a 40kDa), porém, é possivel
observar proteinas de alta massa molecular (= 40kDa).

Em 1996, o grupo de Barbaro analisou o veneno bruto de L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta atraves de gel filtracdo (Sephadex G-100) no qual foram
observadas 3 fracbes, porém, ao realizar o teste de atividade in vivo, foi
constatado que a atividade dermonecrotica estava presente somente na fracao
de maior massa molecular. Além disso, as fracdes obtidas na cromatografia
foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE, onde foi possivel observar perfis
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eletroforéticos bem parecidos (figura ndo mostrada). Foi constatado que, na
fracdo com atividade dermonecroética, a banda mais forte era de 35 kDa em L.
intermedia e L. gaucho e 32 kDa L. laeta (figura ndo mostrada). Na época, este
resultado foi importante para indicar o provavel tamanho da molécula

causadora de dermonecrose.®®

Em L. reclusa, j& foram identificadas diversas enzimas como hidrolases,
hialuronidases, lipases, peptidases, colagenases, alcalino fosfatase, 5-
ribonucleotidase, fosfohidrolases e proteases. Algumas dessas enzimas ja
foram identificadas também em L. intermedia, L. galcho, L. laeta e L. similis
(Tabela 3). Embora, provavelmente todas as enzimas presentes no veneno
sejam capazes de contribuir de alguma forma para a progressao da leséo
decorrente do acidente, somente as esfingomielinases D (SMases D,
aproximadamente 35 kDa), uma lipase presente no veneno, foram capazes de
produzir lesdes dermonecroéticas, hemdlise e agregacdo plaquetaria em

animais de laboratorio. 1% 2% %7

Tabela 3. Enzimas encontradas no veneno de aranhas Loxosceles. Tabela modificada de Rash &
Hodgan 2002*" e Da Silva et al 2004,

ENZIMA ARANHAS REFERENCIAS
HIALURONIDASE L. rufescens WRIGHT et al, 1973; GEREN et al, 1976;
L. laeta SCHENONE & SUAREZ, 1978; BARBARO et al, 2005;
L. reclusa GEREN et al, 1976; YOUNG & PINCUS, 2001;

BARBARO et al, 2005

L. deserta BARBARO et al, 2005
L. intermedia BARBARO et al, 2005; DA SILVEIRA et al, 2007c; FERRER et al,
2013.
L. gaucho BARBARO et al, 2005
FOSFATASE ALCALINA L. reclusa HEITZ & NORMENT, 1974; GEREN et al, 1976;

NORMENT et al, 1979

ESTERASE L. reclusa WRIGHT et al, 1973; NORMENT et al, 1979
LIPASE L. reclusa NORMENT et al, 1979
HIDROLASE L. reclusa GEREN et al, 1976; NORMENT et al, 1979
ATPASE L. reclusa GEREN et al, 1976
L. laeta SCHENONE & SUAREZ, 1978
5°RIBONUCLEOTIDEO L. reclusa GEREN et al, 1976

FOSFOHIDROLASE
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ESFINGOMIELINASE
D/FOSFOLIPASE D

L. intermedia

TAMBOURGI et al, 1998; KALAPOTHAKIS et al, 2002, 2007;
ARAUJO et al, 2003; BARBARO et al, 2005; CHAIM et al, 2006,
2011b; DA SILVEIRA et al, 2006, 2007a; FELICORI et al, 2006;
APPEL et al, 2008; GREMSKI et al, 2010; DE GIUSEPPE et al,
2011; GOMES et al, 2011; VUITIKA et al, 2013 CUNHA et al,
2003; BARBARO et al, 2005;

L. gaucho MACHADO et al, 2005; GOMES et al, 2011;
L. laeta FERNANDES-PEDROSA et al, 2002, 2008; BARBARO et al, 2005;
DE SANTI-FERRARA et al, 2009; CATALAN et al, 2011; GOMES et
al, 2011 GOMES et al, 2011; CHATZAKI et al, 2012 FORRESTER
et al, 1978; KURPIEWSKI et al, 1981;
L. similis REKOW et al, 1983; REES et al, 1988; FUTRELL, 1992;
L. reclusa MERCHANT et al, 1998; RAMOS-CERILLO et al, 2004; BARBARO
et al, 2005

L. deserta BARBARO et al, 2005
L. rufescens YOUNG & PINCUS, 2001

L. boneti RAMOS-CERILLO et al, 2004
L. arizonica BINFORD et al, 2005; ZOBEL-THROPP et al, 2010

L. adelaida PRETEL et al, 2005

PROTEASES

L. rufescens

YOUNG & PINCUS, 2001

L. reclusa ESKAFI & NORMENT, 1976; JONG et al, 1979; BARBARO et al,
2005
L. deserta BARBARO et al, 2005

L. intermedia

BARBARO et al, 1996, 2005; DE SOUZA et al, 1998; FEITOSA et
al, 1998; VEIGA et al, 1999, 2000a,b; DA SILVEIRA et al, 2002,
2007b; ZANETTI et al, 2002; GREMSKI et al, 2010;
TREVISANSILVA et al, 2010

L. gaucho BARBARO et al, 1996, 2005; BARRETTO et al, 2003; TREVISAN-
SILVA et al, 2010
L. laeta BARBARO et al, 1996, 2005; DA SILVEIRA et al, 2002;

FERNANDES-PEDROSA et al, 2008; TREVISAN- SILVA et al, 2010

Em 2002, o gene da LiD1 foi obtido através do sequenciamento do cDNA

obtido das glandulas de veneno de L. intermedia, com isso foi possivel

expressar essa proteina de forma heteréloga.®

A SMase D é capaz de hidrolisar esfingomielina, maior constituinte da

camada lipidica das membranas celulares de eucariotos, em ceramida-1-

fosfato e colina. Além disso, foi demonstrado que em meio fisiolégico a SMase
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D de L. laeta € capaz de liberar a colina da lisofosfatidilcolina (LPC), uma
molécula de imunosinalizacdo derivada de fosfatidilcolina (PC), assim gerando
acido lisofosfatidico (LPA) (Figura 3). O LPA é conhecido por induzir varias
respostas biolégicas e patolégicas como agregacdo de plaquetas,

hiperpermeabilidade endotelial e respostas pré-inflamatérias.®® 3% 4°

0 0
c—c—C C—B=C
0 OH 0 OH
o=c o0=¢
€
> »
LPC LPA

ngra 3. As SMasesD séo capazes de liberar a colina do LPC, formando LPA. Imagem
adaptada™. Clivagem do LPC em LPA pelas SMAsesD.

Em 2005, o grupo de Murakami foi capaz de resolver a estrutura
cristalografica de uma isoforma de SMase D de L. laeta (pdb: 1XX1),
mostrando que esta proteina se enovela formando um TIM barril (a/B)s com
insergoes de folhas 3 e a hélices (Figura 4). ApGs o processo de cristalizacao,
a unidade assimétrica continha 4 moléculas formadas por dois dimeros, porém,
a dimerizacdo da proteina foi considerada pelo grupo um artefato do
empacotamento da cristalizacdo ja que durante o experimento de DLS
(dynamic light scattering) observou-se que a proteina permanece monomeérica
em solucdo. Dentre as caracteristicas estruturais importantes foi possivel
observar que a alca catalitica é estabilizada em sua ponta por uma ponte
disulfeto (Cys®-Cys®’) e o bols&o do sitio ativo é formado por His'?, Glu*,
Asp**, Asp®, His*", Asp®?, Trp?°, Asp?®® e Asn®*? (Figura 4), ambos altamente

conservado nas isoformas de SMases D de Loxosceles. Além disso, o Mg?* é
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coordenado hexaedricamente pelos aminoacidos Glu*?, Asp®, Asp™ e trés
moléculas de agua em um sitio altamente conservado e tem papel fundamental
na atividade enzimética da SMase D. Foi proposto um mecanismo catalitico
baseado na reacdo acido-base envolvendo dois residuos, His'? e His*, com
estabilizac&o realizada pelo fon metalico. A His*' age como nucledéfilo e inicia o
processo de hidrélise atacando a ligacdo fosfodiéster do substrato. Em
seguida, ocorre a doacdo de hidrogénio da His'?> formando colina e um
substrato intermediario. Entdo, a His'® desprotonada ataca uma molécula de
agua (H20O) que subsequentemente inicia um ataque nucledfilico no
intermediario presente no sitio catalitico, resultando e liberando a ceramida-1-

fosfato.* 42

Figura 4. Representacdo da estrutura de SMase | de L. laeta vista através do eixo do barril
(a/B)s. Figura adaptada, gerada por Murakami et al utilizando Pymol (DeLano, www.pymol.org)*% Estao
indicados na figura a alca catalitica B em azul, a alca variavel em verde e a al¢a flexivel em vermelho.
Além disso, podemos observar marcados na figura o N e C-terminal, bem como os aminoacidos
importantes para a funcéo da proteina e o seu cofator Mg (esfera verde).

Murakami e colaboradores propuseram uma classificacdo para as
SMases D baseado no alinhamento de suas sequencias e em suas
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informacdes bioquimicas e estruturais. As SMases D da classe | possuem uma
Unica ponte dissulfeto e contém uma alca hidrofébico extendido. As outras
SMases D pertencentes a classe Il contém uma ponte dissulfeto adicional entre
cadeias, ligando a alca flexivel com a al¢a catalitica. Além disso, as SMases D
classe Il podem ser subdivididas em Il-a, capazes de hidrolisar a
esfingomielina, e ll-b, incapazes de hidrolisar a esfingomielina. Nas duas
subclasses, os residuos necessarios a catélise estdo conservados, porém, na
classe llI-b h& duas alteracdes que possivelmente explicam a diferenca na
atividade catalitica da enzima. A primeira alteracdo acontece nos aminoacidos,
G95N e P134Q, que fazem com que a entrada do sitio ativo possua um
ambiente hidrofilico. A segunda diferenca acontece na regido responsavel por
estabilizar, modular e controlar a aproximacédo do substrato durante a catélise

no qual suas cargas estdo alteradas devido a um grupo carboxilato.*?

Figura 5. Representacdo da estrutura de SMaseD de L. intermedia vista através do eixo do
barril (a/B)s. Figura gerada por PyMol (DelLano, www.pymol.org).Estdo indicados na figura a alca
catalitica B em azul, a alga variavel em verde. Além disso, podemos observar marcados na figura as duas
histidinas cataliticas (H12 e H47).

De Giuseppe et al publicaram, em 2011, a estrutura cristalografica da
SMase D classe Il de L. intermedia (Figura 5), denominada por eles de
LiRecDT1 (pdb: 3RLH). Anteriormente havia sido demonstrado a capacidade
dermonecroética e hemolitica dessa enzima, porém, faltava resolver sua

estrutura cristalografica. A proteina é um TIM barril (a/B)s com insercdes
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adicionais de folhas 3 e a hélices e possui 61,6% de identidade com a SMaseD
de L. laeta. A principal mudanca conformacional observada esta na ponte

dissulfeto adicional (Cys>*-Cys**

) que causa o deslocamento da alca flexivel e
protege a alga catalitica devido a uma redugdo volumétrica do sitio catalitico,
caracteristico das SMases D classe Il (Figura 6). Além disso, outra mudanca
conformacional observada foi uma insercdo de cinco residuos (YLPSL) na alga
variavel, que faz com que a alca seja menos flexivel nas enzimas de classe Il.
Essas mudancas conformacionais sugerem que as enzimas de classe | e
classe Il possuem maneiras diferentes de conduzir o substrato ao sitio ativo da
proteina. O sitio ativo da LiRecDT1 é conservado como em todas as SMasesD
(His*? e His*") e a coordenacéo do metal Mg?*, necessaria a estabilizacdo do
substrato durante a catalise, é feito de forma hexaédrica (Glu*), Asp** e

ASpgl).43

catalytic

Figura 6. Analise da superficie acessivel ao solvente nas proteinas SMasesD Classe | e Il
Figura original de Giuseppe, 2011*%. Representado em azul claro as maiores cavidades das proteinas
SMasesD classe | e Il.

Em 2006, Cordes e Binford publicaram um artigo no qual inferiram que as
SMasesD contém um ancestral comum com a familia enzimatica
glicerofosfodiester fosfodiesterases (GDPD), que possui representantes em
todas as principais classes de organismos. Além disso, eles foram capazes de
identificar um motivo bem conservado na porgdo C-Terminal das SMasesD
(ATXXDNPW), logo apds a ultima a-hélice do TIM barril (a/B)s e que néo esta

presente na familia GDPD. A descoberta deste motivo bem conservado
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sugeriria um evento de divergéncia em bactéria ou aranha (na época as unicas
espécies com SMasesD identificadas), seguido por uma transferéncia lateral de
gene (LGT), pois seria pouco provavel que tal motivo bem conservado pudesse
surgir evolutivamente duas vezes. Esse motivo foi categorizado pelos autores
como sinapomorfico, indicando que as SMasesD compartilham um ancestral

comum recente.**

Em 2013, Dias-Lopes et al identificaram novas sequencias de proteinas
similares a Smase D e realizaram diversas analises comparativas. Foram
identificadas sequencias de 24 géneros distintos, 59 espécies e 105
subespécies, pertencentes aos metazoarios, fungos e bactérias. As sequencias
identificadas foram analisadas filogeneticamente e o grupo mostrou que as
SMasesD possivelmente evoluiram por convergéncia independentemente
através de um ancestral comum de GDPD em artrépodes e fungos,
contradizendo assim Cordes e Bindford. Foi criada uma arvore de maxima
verossimilhanca (Figura 7) no qual as proteinas de bactéria e aranha nao se
agruparam, mostrando que o evento de transferéncia lateral de gene (LGT) &
pouco provavel. As novas descobertas de sequencias e as analises evolutivas

ja realizadas mostram que esta area evolutiva pode ser mais explorada.
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97 ® Ajellomyces

84 ® paracoccidioides
a7 ® Uncinocarpus
35 ® Aspergillus
50 ® Streptomyces
® Austwickia
19 52 ® Corynebacterium
100 ® Arcanobacterium
53 ® passalora
19 ® Coccidioides
29 ® Arthroderma
96 95 @ Trichophyton
® Gibberella
99 ® rysarium

® \etarhizium
® Burkholderia
® \Metaseiulus

\ 45 ® Rhipicephalus
95 77 ® Amblyomma

® /xodes

81 ® | oxosceles
. . .
73 Sicarius
30 ® Stegodyphus
82 ® Acanthoscurria

0.5

Figura 7. Analise filogenética das sequencias SMAseD-like publicada por Dias-Lopes et al®.
Figura original Dias-Lopes et al, 2013. “Os circulos indicam os clados de cada espécie (vermelho para
fungo, azul para bactéria, roxo para carrapatos e verde para aranhas). As setas indicam que o alto valor
de bootstrap sugerem alto nivel de confiabilidade no agrupamento de aranhas e carrapatos ho mesmo
clado (seta preta), assim como, bactéria e fungo (seta azul)™.

Além das analises evolutivas, o grupo alinhou as sequencias no qual foi
possivel observar que os residuos cataliticos de histidina (His'* e His*’) sdo
conservados em todas as espécies, exceto Metaseiulus occidentalis, que
possui somente uma histidina (His*’). Além disso, foi observado que os
aminoAcidos envolvidos com a coordenacdo octaédrica do fon Mg* (Glu®,
Asp**, Asp®) e aminoacidos envolvidos com coordenacdo das ligacBes de

20y s3o estritamente

hidrogénio dos aminoacidos cataliticos (Asp®*, Trp
conservados. Os aminoacidos Asp®?, Asp?*® e Ans®?, presentes no bols&o do
sitio ativo da proteina e responsaveis pela coordenacdo das ligacdes de
hidrogénio em conjunto com os aminoacidos anteriormente citados, ndo sao

conservados.®
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O grupo também foi capaz de demonstrar que o motivo C-terminal das
SMases D, anteriormente reportado, estd conservado em outros organismos
além de bactéria e aranhas (Figura 8). Utilizando STING Java Protein Dossier,
0 grupo analisou a estrutura cristalografica da SMase de L. laeta e descobriu
gue esse motivo conservado possui residuos que estabelecem diversos
contatos com residuos presentes em 7 das 8 folhas (3 internas do TIM Barril
(a/B)s, todos do lado oposto ao sitio catalitico. Entre os residuos, dois
aminoacidos foram destacados por estabelecerem maior contato energético,
Asp277 e Trp280. Segundo a predicdo, o Trp280 estabelece ponte de
hidrogénio com Glul59, Asn225 e Asn278; realiza interagdes arométicas com
0os aminoacidos His191 e Tyrl28; e interacbes hidrofébicas com os residuos
Trpl93, Gly162, Vall6l, Lys160, Vall30 e Tyrl28. Por sua vez, 0 Asp277
estabelece diversos contatos como: interacdo idnica com Arg271; ligacdo de
hidrogénio com Trp8, Pro279 e Thr274; e interac&o hidrofébica com Pro6.*

Recentemente, Vuitika et al realizaram mutacdes dirigidas na SMase D de
L. intermedia. Como sitios de mutacdo foram escolhidos aminoacidos
envolvidos na catalise enzimatica (H12A, H47A e H12A-H47A), no sitio de
ligacdo do metal (E32A, D34A e E32A-D34A), no reconhecimento do substrato
(K93A, Y228A e W230A), na estabilizacdo da alca flexivel através de uma
ponte dissulfeto presente somente nas SMases D classe Il (C53A-C201A) e um

amino&cido controle (G96A).*
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Ao avaliar a termoestabilidade da proteina, a Unica mutacdo em que foi
observada alguma alteracéo foi a mutacao realizada nos aminoéacidos ligados a
estabilizacdo da alca flexivel pois houve a remocdo da ponte dissulfeto na
interface catalitica. Com relacdo a atividade enzimatica, foi observado parada
total na atividade fosfolipase D nos mutantes H12A, H47A, H12A-H47A, E32A,
D34A e E32A-D34A, enquanto houve uma reducao significativa no mutante
Y228A. Os mutantes K93A e W230A apresentaram uma reducéo de 20-30% na
atividade enzimatica. Foram avaliadas também a atividade hemolitica,
permeabilidade vascular (camundongos) e dermonecrose (coelhos). Os
mutantes H12A, H12A-H47A e E32A-D34A nado apresentaram atividade
hemolitica, permeabilidade vascular ou dermonecrose, corroborando com a
predicdo de que esses aminoacidos estdo envolvidos com a atividade catalitica
da enzima e com a coordenacdo octaédrica do metal na enzima. O mutante
C53A-C201A apresentou 50% de atividade hemolitica, mostrando que a
remocao da ponte dissulfeto em SMases D classe Il ndo bloqueia os efeitos

citotoxicos da enzima.*®

Em 2015, Pedroso et al publicou um artigo analisando as relacdes
filogenéticas e estruturais das SMases D de 29 espécies diferentes, incluindo
aranhas, bactérias e carrapatos. A grande maioria das sequencias identificadas
foram classificadas como SMases D classe |l e somente as espécies L. gaucho
e L. laeta apresentaram SMases D pertencentes as duas classes
(aproximadamente 50% de cada). Foram analisadas filogeneticamente a
sequéncia das proteinas, seus codons e sua sequéncia nucleotidica através de
arvore de maxima verossimilhanca e probabilidade bayesiana. Na analise, as
SMases D classe | de L. gaucho e L. laeta ficaram agrupadas em um mesmo
clado, indicando uma evolugcdo recente através de um ancestral comum e
corroborando com a anélise realizada por Dias-Lopes et al 2013*. Embora a
maioria das SMases D classe | tenham ficado agrupadas neste clado, foi
possivel observar outro clado contendo SMases D classe I, indicando assim,
uma evolucdo convergente para as enzimas classe |I. Como a diferenca
principal entre as enzimas de classe | e classe Il estd na ponte dissulfeto

201

adicional (Cys>3-Cys®?), este resultado indica que esta condicdo apareceu

independentemente nos dois clados e apresenta uma vantagem evolutiva. Esta
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modificacdo pode ser considerada uma vantagem evolutiva das enzimas classe
| em relacdo as enzimas classe Il pois, devido a falta da ponte de dissulfeto, ha
uma maior exposi¢do do sitio catalitico das enzimas classe |I. Outra vantagem
evolutiva das enzimas classe | em relagdo as enzimas classe Il foi a
observacdo de que as enzimas classe Il possuem maior propor¢cdo de
aminoacidos neutros e acidos em seu sitio catalitico, o que dificulta sua

interagcdo com membranas plasmaticas.

Visto que estas enzimas tem um papel essencial na toxicidade do veneno
e que a funcdo da regido C- terminal conservada ainda nao foi tdo bem
estudada como as outras regides destas proteinas, o presente trabalho tem
como intuito o estudo desta regido através da producdo de proteinas mutantes.
Para as mutagdes, foram escolhidos os aminoacidos D277 e W280 por serem
dois aminoacidos bem conservados da regidao C-Terminal e os aminoacidos
gue formam o contato mais energético com a estrutura TIM Barril da proteina.
Foram produzidos 3 mutantes, D277A, W280A e o mutante duplo, D277A-
W280A. O trabalho se dedica a avaliar o efeito das mutacfes na estrutura da

proteina bem como em sua funcdo enzimatica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Avaliar os efeitos da mutacdo de aminoacidos conservados na
esfingomielinase rLID1 do veneno de Loxosceles intermedia em

sua fungao.
2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar os aminoacidos a serem mutados de acordo com a
conservacao.

e Avaliar o efeito das mutagdes na estrutura da proteina in silico.

e Obter as proteinas mutantes rLID1_D, rLID1_W e rLID1_DW.

e Avaliar o efeito da mutacdo na atividade in vitro e in vivo da

enzima.

27



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Sintética e
Biomiméticos, situado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, Minas
Gerais.

3.1. Modelagem, Dindmica Molecular e Anélise Estrutural

A modelagem e a dinamica molecular foram realizadas em colaboragéo
com a doutoranda Stefania Monteleone do laboratério do Prof. Dr. Klaus R.
Liedl no Instituto de Quimica Geral, Tedrica e Inorganica da Universidade de

Innsbruck.

Para realizacdo da dinamica molecular foi utilizado como estrutura o
acesso 3RLH do PDB (Protein Data Bank). A estrutura foi preparada utilizando
o MOE (Molecular Operating Environment) e as simulacdes de dinamica
molecular realizadas utilizando o programa AMBER 14. Para os mutantes, 0s
residuos mutados foram trocados utilizando MOE e logo apds, feito uma
minimizacdo local de energia. As dinamicas foram todas realizadas com o0s
mesmos parametros: modelo da agua TIP3P; temperatura 26,85°C (300K);
equilibrio com e sem ligantes restritos (Mg?* e PEG); amostragem sem
restricbes para 500ns; analise de trajetorias usando CPPTRAJ (AmberTools).
Para criacdo dos modelos utilizados nas figuras foi utilizado o programa
PyMOL.

3.2. Organismos utilizados

Para a elaboracdo deste trabalho foram utilizadas duas cepas de
Escherichia coli modificadas para a expressdo heterdloga de proteinas,
BL-21(DE3) e BL-21(DES3) Arctic Express (Tabela 4).
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Tabela 4. Gen6tipo das cepas de bactéria utilizadas neste trabalho.

CEPA GENOTIPO

BL-21(DE3)47 E. coli B F- dem* ompT hsdS(rg- mg~) gal A(DE3)

BL-21(DE3) ARCTIC EXPRESS48 | E. coli B F- dcm* ompT hsdS(rg~ ms") gal A(DE3) Tet’
endA Hte [cpn10 cpn60 Gent']

A sequéncia do gene da LID1 (Gl: 33348850)* foi obtida no banco de
dados GenBank e o gene da LID1, LID1_D (D277A), LID1_W (W280A) e
LID1_DW (D277A, W280A) foram sintetizados e subclonados no vetor pET28a-
TEV* pela empresa Gen Script®.

3.3. Preparo de células competentes, transfeccdo e selecdo de

colbnias.

O preparo de células competentes® e a transfeccéo foram realizados em
diversas etapas do trabalho utilizando o mesmo procedimento aqui descrito
para as duas cepas BL-21(DE3) e BL-21(DE3) Arctic Express.

Inicialmente, as bactérias foram inoculadas em 20 mL de meio de cultura
LB sem antibiético e o erlenmeyer foi mantido overnight (aproximadamente
16h) no shaker (Marconi MA832) a 37°C (310,15K) e 200rpm. No dia seguinte,
foi realizada uma expanséo da cultura para 100 mL de meio LB sem antibiético
em uma diluicdo de 50 vezes, que foi incubada até atingir a ODgoonm de 0,4.
Em seguida, o meio de cultura expandido foi centrifugado a 10,000 g por 5
minutos 4°C (277,15K) (ThermoFisher Heraeus Multifuge X3R), o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 20 mL de solucdo estéril de
CaCl, 0,1M (mantida 4°C ou 277,15K). O material foi transferido para um banho
de gelo no qual permaneceu durante 1 hora e ap0s esse periodo, centrifugado
a 10,000 g por 5 minutos a 4 °C (277,15K). O sobrenadante foi novamente
descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de solugcéo de CaCl, 0,1 M e
Glicerol 15 %. Foram preparadas aliquotas de 100 pL que foram imediatamente

estocadas em freezer a -80°C (193,15K)*.
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Para a transformacdo, foi utilizado o método de choque térmico®.
Inicialmente, as aliquotas de bactérias competentes foram mantidas em banho
de gelo para seu descongelamento gradual. Cada aliquota recebeu 1 a 50 ng
de material genético obtido previamente, que foi homogeneizado lentamente.
As aliquotas permaneceram no gelo por trinta minutos e em seguida,
submetidas ao choque térmico: primeiro, colocadas no banho seco a 42°C
(315,15K) por 30 segundos (Fisher Scientific Isotemp) e, em seguida, a 4°C por
5 minutos. Adicionou-se entdo 900 uL de meio SOC> sem antibiético no qual
permaneceu por 1 hora a 37°C (310,15K), sob agitacdo de 200rpm. Apds esse
periodo, as bactérias transformadas foram semeadas em placas de petri
contendo LB Agar® e Kanamicina na concentrac&o final de 50 pg/mL, a fim de
selecionar as coldnias portadoras do inserto capazes de crescer em meio com
Kanamicina. As placas foram fechadas, invertidas e mantidas em estufa a 37°C
(310,15K) overnight. No dia seguinte, foi selecionado um clone que foi
inoculado em 20 mL de meio LB contendo Kanamicina (50 pg/mL). Esse
material ficou incubado no shaker overnight a 37°C (310,15K) e 200rpm. Em
seguida, o material foi separado em aliquotas e armazenado no freezer -80°C
(193,15K).

3.4. Expressdo das proteinas recombinantes rLID1, rLID1_D,
rLID1_W e rLID1_DW em BL-21(DE3)

As aliquotas de bactérias BL-21(DE3) contendo o plasmideo com a
proteina de interesse que haviam sido previamente transformadas e estocadas
no freezer -80°C (193,15K) foram descongeladas no gelo e em seguida
inoculadas em um erlenmeyer de 100 mL com 20mL de meio LB contendo
Kanamicina (50 pg/mL) no qual cresceram overnight a 37°C (310,15K) e
200rpm. Pela manh&d, o meio contendo as bactérias foi vertido em meio de
1000ml LB contendo Kanamicina (50ug/ml) e colocado para crescer sob
agitacdo (200rpm) e a 37°C (310,15K) no qual permaneceu até atingir a fase
log de crescimento, que corresponde a uma densidade 6tica (ODgoonm) €ntre
0,6-0,8. Apds atingir a fase de crescimento ideal das bactérias, a expressao

das proteinas recombinantes foi induzida pela adicdo de isopropyl [B-D-1-
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thiogalactopyranoside (IPTG) na concentragdo final de 0,5 mM e deixado a 37
°C (310,15K) e 200 rpm por um periodo de 4 horas. Apoés o fim da expresséo, o
meio de cultura foi centrifugado a 10,000 g por 10 minutos a 4 °C (277,15K) e 0
pellet armazenado no freezer -80 °C (193,15K).

3.5. Expressdo das proteinas recombinantes rLID1, rLID1_D,
rLID1_ W erLID1_DW em BL-21(DE3) Arctic Express

Todo procedimento de expressdo foi realizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante da BL-21(DE3) Arctic Express*.

As aliquotas de bactérias estocadas no freezer -80 °C (193,15K) foram
descongeladas no gelo e em ambiente estéril foram inoculadas em 20 mL de
meio LB contendo Gentamicina (20ug/ml) e Kanamicina (50ug/ml) no qual
cresceram overnight a 37 °C (310,15K) e 200 rpm. Em seguida, a cultura foi
transferida para 1000 mL de meio LB sem antibiotico (diluicdo de 50 vezes) e
incubada por 3 horas a 30 °C (303,15K) e 200 rpm. ApOs esse periodo de
incubacdo, em ambiente estéril, foi medido a absorbancia do meio (ODeoonm)
gue deveria estar entre 0,6-0,8 (fase log de crescimento bacteriano) para seguir
para a proxima etapa. O erlenmeyer de 1000 mL contendo a cultura foi
incubado a 12°C (285,15K) por 10 min e em seguida foi adicionado o indutor de
expressdo das proteinas recombinantes, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG), em uma concentracdo final de 0,5 mM e o meio de expressao foi
incubado por 24 h a 12 °C (285,25K) e 200 rpm. Apss o periodo de expressao
de 24 h, as bactérias foram centrifugadas a 10,000 g por 10 minutos a 4°C
(277,15K) e o pellet foi armazenado no freezer -80 °C (193,15K).

3.6. Lise Celular e Teste de Solubilidade

O pellet produzido durante a fase de expresséao foi descongelado no gelo
e o pellet equivalente a 500 mL de volume de expresséo foi ressuspendido em
20 mL de Tampéo de Lise (50mM Tris-HCI pH 7,5, 300mM NaCl, 20mM
Imidazol, 5mM MgSO4, 1mM PMSF e 0,25% m/v de Lisozima) utilizando o XH-
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D Vortex Mixer (Global Trade Technology). Em seguida, foi realizado 3 ciclos
de choque térmico no qual o tubo congelava utilizando nitrogénio liquido (-
196,15°C ou 77K) e era reaquecido em banho maria a 37°C (310,15K). Apoés a
fase de choque térmico, a amostra sonicada utilizando o equipamento Fisher
Scientific Sonic Dismembrator Model 500 durante 3 ciclos de 30 segundos com
amplitude 30% e centrifugada a 10,000 g por 30 minutos a 4 °C (277,15K). O
sobrenadante foi coletado em um tubo Falcon de 50 mL e separado do pellet.
Ambas fracdes (Solavel e Insoltvel) foram analisados através da técnica de gel
de poliacrilamida SDS-PAGE como descritos no item 3.8.

3.7. Purificacdo das proteinas recombinantes rLID1, rLID1 D e
rLIDL W

A purificagdo da rLID1 ja havia sido padronizada anteriormente por

|53

Oliveira et al> e o protocolo foi utilizado para purificar a rLID1 e, com algumas

modificacdes, pararLID1_D e rLID1_W.

Para purificacdo da rLID1, rLID1_D e rLID1_W, foi realizado a técnica de
cromatografia de afinidade utilizando a coluna HisTrap HP Ni** (GE Healthcare
Life Sciences) e o equipamento AKTA Pure (GE Healthcare Life Sciences). A
coluna foi equilibrada utilizando tampdo AKTA A (50mM Tris-HCI PH 7,5,
300mM NaCl, 20mM Imidazol, 5mM MgSO4, 1mM PMSF) e em seguida a
amostra foi injetada utilizando o fluxo de 5mL min™ para rLID1*>* e 1mL min™
para rLID1 D e rLID1_W. Para eluicdo da proteina foi realizado um gradiente
de 0 a 100%, utilizando o tampdo AKTA B (50mM Tris-HCI PH 7,5, 300mM
NaCl, 500mM Imidazol, 5mM MgSO4, 1mM PMSF). A cromatografia foi
monitorada através da absorbancia a 280nm (aminoacidos contendo anéis
aromaticos)® e os picos obtidos foram coletados e submetidos a cromatografia
de gel filtragdo, utilizando a coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 pg (GE
Healthcare Life Sciences) e o equipamento AKTA Pure (GE Healthcare Life
Sciences). Foi utilizado para eluicdo o tamp&do AKTA GF (50mM Tris-HCI PH
7,5, 300mM NaCl, 5mM MgSO,4, 1mM PMSF) e logo apds o término da
cromatografia, os picos obtidos foram coletados e armazenados a -20 °C
(253,15K).
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3.8. Anaélises através de eletroforese SDS-PAGE e Western Blotting

Durante a realizac@o do trabalho utilizou-se diversas vezes a técnica de
eletroforese SDS-PAGE>® na concentracdo de 15% de poliacrilamida e 10 % de
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). As amostras foram preparadas utilizando o
tampé&o de amostra em condic¢des redutoras (Tris-HCI 0,5 mol/l, pH 6.8, glicerol
10%, SDS 10% (m/v) e azul de bromofenol 0,1% (m/v), 5,0% B-mercapto-
etanol) e fervidas por 5 minutos. As corridas de eletroforese foram realizadas
utilizando o sistema eletroforese vertical (CVS10 OmniPage Cleaver Scientific
Ltd) por 2 horas a 150V. Para a visualizacdo das bandas proteicas, o gel foi
transferido para solugcéo corante (50% metanol; 10% acido acético e 0,1% do
corante Azul de Coomassie brilhante R250 - Vetec®) no qual permaneceu por
no minimo 1 hora. Apos a coloracdo do gel, a solucdo corante foi substituida
pela solucdo descorante (30% etanol; 10% acido acético) e o gel deixado sob
agitacdo até obter a descoloracdo adequada para visualizacdo dos perfis
proteicos. Foram utilizado os padrdes de massa molecular: Pierce™ Unstained

Protein MW Marker e Precision Plus Protein™ Dual Color Standards BioRad.

3.9. Estimativa Proteica

Para a estimativa da quantidade de proteina presente nas amostras
purificadas foi utilizado o colorimétrico descrito por Bradford® em 1976. Os
ensaios foram padronizados para microplacas em um volume final de 200pl, no
qual 180pl eram reagente de Bradford®® e 20ul amostra completada com agua
(a amostra foi completada com agua para que todas as amostras tenham o
mesmo volume final). A leitura de absorbancia foi realizada no comprimento de
onda de 595nm no equipamento Synergy HT (BioTek) e para a conversao da
absorbancia da amostra em quantidade total de proteina, foi utilizada uma

curva padrao de quantidade total de soro albumina bovina (BSA).
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3.10. Atividade esfingomielinasica in vitro

A atividade de esfingomielinase das proteinas recombinantes rLID1 e
rLID1_D foram determinadas utilizando-se o Amplex® Red sphingomyelinase
assay kit"’. A atividade esfingomielinase é monitorada indiretamente utilizando
10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex® Red), reagente fluoréforo
sensivel a H,O, na presenca de HPR (Peroxidase de raiz-forte, Armoracia
rusticana). Primeiramente, a esfingomielinase hidrolisa a esfingomielina em
ceramida e fosforilcolina. Em seguida, a fosfatase alcalina hidrolisa a
fosforilcolina em colina, que é oxidada pela colina oxidase em betaina e H,0,.
Por fim, a H,O, reage com HPR e Amplex® Red produzindo resorufina que é
uma molécula fluorofora que ao ser excitada a 530-560nm e emite

fluorescéncia no comprimento de onda de 590nm (Figura 9).

scéncia (—)
(==)

Emissdo de Fluorescéncia

Excitacao de Fluore

T T
450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda

Figura 9. Espectro de Fluorescéncia da Resorufin. Inagem adaptada do manual Amplex®
Red sphingomyelinase assay kit>’. Linha cheia representa a excitacdo da molécula resorufin. Linha
tracejada representa a emissdo da molécula resorufin quando excitada.

Para o protocolo foram utilizadas as recomendacdes do fabricante. Os

ensaios foram realizados em microplaca de 96 pocos pretas de fundo chato e a
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fluorescéncia medida utilizando o equipamento Synergy HT (BioTek) que
possui incubadora de temperatura controlada. Em cada po¢o da microplaca
foram adicionados 100 pL de amostra completada com tampao de reacéo
(0,5M Tris-HCI, 50mM MgCl,, pH7,4) e 100 uL do tamp&o de trabalho (Amplex®
Red 10mM, HPR 200U/mL, Colina Oxidase 20U/mL, Fosfatase Alcalina
400U/mL, Esfingomielina 5mM e q.s.p. tamp&o de reacdo)®’. Em seguida, a
placa foi incubada a 37°C (310,15K) durante 30 minutos e logo apds, foi
realizada a leitura na faixa de comprimento de onda de 590/35 nm. Para
excitacdo do fluoréforo foi utilizado o comprimento de onda de 530/25 nm
(Figura 9). Para leituras subsequentes, a microplaca voltou a ser incubada a
37°C (310,15K) e o mesmo comprimento de onda foi utilizado na excitagao e na

leitura de emissdo da microplaca.

3.11. Atividade esfingomielinasica in vivo

A atividade dermonecroética das proteinas recombinantes mutadas foi
determinada em coelho com modificagbes da descricéo feita por FURLANETO
e ROSA em 1962%,

Para controle do teste de atividade in-vivo foi utilizada a proteina
recombinante wildtype (rLID1) por esta atividade estar bem padronizada. A
guantidade de 2,5 pg das proteinas dermonecroticas rLID1, rLID1 D e
rLID1_W, padronizado previamente por nosso grupo>3, foram diluidas em 0,1
ml de PBS e injetados intradermicamente (I.D.) no dorso de dois coelhos
fémeas (n=2) com aproximadamente 2 kg. Apds a injecdo, os animais foram
monitorados por 72 horas e a atividade dermonecrética definida como a menor
concentracdo da proteina que induz uma area necrética de 1 cm? foi medida
nos tempos 0, 4, 24, 48 e 72h.

Para determinacdo de uma medida mais precisa da area necrotica foi
utilizado um padrdao de medidas de éareas (Figura 10) obtido do Instituto

Nacional de Endemias Rurais (Centro de Pesquisas de Belo Horizonte).
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Figura 10. Padréo para medida de area. Padréo obtido do Instituto Nacional de Endemias Rurais
— Centro de Pesquisas de Belo Horizonte.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Modelagem e dindmica molecular da proteina recombinante
rLID1_D, rLID1_W e rLID1_DW

A estrutura da proteina rLID1 foi adquirida no Protein Data Bank (PDB)
com o acesso 3RLH, que possui somente um residuo de diferenca da proteina
expressa neste trabalho (G173S), e preparada utilizando o programa Molecular
Operating Software (MOE). O preparo foi realizado efetuando a troca do
residuo de glicina por serina (G173S) na rLID1 e em seguida os mutantes
rLID1_D, rLID1_W e rLID1_DW foram modelados em cima da rLID1 realizando
a troca dos residuos de acido aspartico por alanina (D277A) para a rLID1_D,
triptofano por alanina (W280A) para a rLID1_W e a mutacdo dupla (D277A,
W280A) para a rLID1_DW. Finalmente, foi realizada a minimizacdo local de
energia. As estruturas foram entdo submetidas a analise de dinamica molecular
utilizando o programa AMBER 14.

Figura 11. Modelo para a proteina recombinante rLID1. Figura gerada pelo PyMOL a partir da
dinamica molecular. Modelo tridimensional da proteina wildtype rLID1 e em zoom a regido C-Terminal (em
vermelho) e a regido N-Terminal (em azul). D: Acido Aspartico R: Arginina.
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Podemos observar (zoom, Figura 11) em azul o N-Terminal da proteina
wildtype (rLID1) e em vermelho sua regido C-Terminal. Logo ap6és ultima folha-
B da proteina, no qual estdo representados a arginina na posi¢do 271 (R271),
0s &cidos aspéarticos na posicédo 276 (D276) e 277 (D277). Dos aminoacidos
representados, a arginina na posicdo 271 (R271) estad na ultima folha-B da
proteina, o 4cido aspartico da posi¢cao 277 faz parte do motivo C-Terminal bem
conservado (ATXXDNPW) de todas as SMases D e o acido aspartico da
posicao 276 (D276) estd em uma posicado variavel do motivo C-Terminal bem
conservado (ATYDDNPW para a rLID1).

Analisando a estrutura mais detalhadamente, constatou-se que o acido
aspartico na posicao 277 (D277) forma uma ponte salina com a arginina da
posicdo 271 (R271). Por sua vez, a cadeia principal desta arginina interage
com os residuos da regido N-Terminal, que possui a folha-B da histidina
catalitica 12 (H12), estabilizando-a (zoom, Figura 11). A ponte salina havia
sido prevista anteriormente por Dias-Lopes et al utilizando STING Java Protein
Dossier em 2013%, enquanto a interacdo da cadeia principal com os residuos

da regidao N-Terminal ndo foi citado no artigo.

Durante a simulacdo da dinamica molecular, quando o acido aspartico é
substituido por uma alanina (D277A) na proteina mutante rLID1_D, foi
observado que o &cido aspartico da posicao 276 (D276) substitui o residuo da
posicdo 277 somente em 10% dos casos durante o tempo simulado (200 ns)
(Figura 12). Portanto, ao realizar a mutacéo neste residuo, a ponte salina com
a arginina na posicao 271 (R271) é perdida. Por sua vez, ao perder a interacéao
com o acido aspartico 277 (D277), a arginina realiza intera¢cdes com o solvente
em volta (H,O) e sua cadeia lateral forma uma ponte de hidrogénio com a
cadeia principal do N-Terminal. Esta interacdo parece ser importante, pois, o N-
Terminal da proteina pertence a mesma folha- que um dos residuos
cataliticos, o residuo de histidina da posicdo 12 (H12). Além disso, esta folha-3
interage com a alga catalitica (que possui 0 outro residuo catalitico, H47)
através da cadeia lateral do acido aspartico 53 (D53) e a cadeia principal da
arginina 56 (R56).
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Figura 12. Sobreposi¢do da proteina mutante rLID1_D (D277A) com a proteina wildtype
rLID1. Figura gerada pelo PyMOL a partir da estrutura mais representativa (cluster 0) gerada na dindmica
molecular. A proteina wildtype rLID1, em cor, enquanto a proteina mutante D277A, em cinza. Em
amarelo, o D277 na proteina wildtype e aminoacido mutado D277A.Em cinza, o D276 que substitui o
D277. D: Acido Aspartico R: Arginina A: Alanina.

Retornando a analisar a estrutura da proteina wildtype (rLID1) em relagcéao
a segunda proteina mutante (rLID1_W), temos representados (zoom, Figura
13) o triptofano na posicdo 280 (W280), a tirosina na posicao 128 (Y128) e o
acido aspartico na posicao 159 (D159). Dos aminoacidos representados,
somente o triptofano faz parte do motivo C-Terminal bem conservado
(ATXXDNPW). A tirosina 128 (Y128) representada faz parte de uma das folhas-
B do nucleo do TIM Barril (a/B)s, enquanto o acido aspartico 159 (D159) faz

parte de uma das a-hélices externas.

Foi possivel observar que o triptofano da posicdo 280 (W280) forma uma
interacdo de hidrogénio com a cadeia principal do acido aspartico 159 (D159) e
interacbes aromaticas com a histidina da posicdo 191 (H191, néo
representada) e a tirosina da posicdo 128 (Y128). Das interacfes observadas
durante a dinAmica molecular, somente a interacdo de hidrogénio com o &cido
aspartico 159 (D159) ndo havia sido predita por Dias-Lopes et al utilizando o
STING Java Protein Dossier em 2013,
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Figura 13. Modelo para a proteina recombinante rLID1. Figura gerada pelo PyMOL a partir da
dinamica molecular. Modelo tridimensional da proteina wildtype rLID1 e em zoom a regido C-Terminal (em
vermelho). W: Triptofano Y: Tirosina. D: Acido Aspartico.

Durante a simulacao da dinamica molecular da proteina mutante rLID1_W
em que o triptofano 280 € substituido por uma alanina (W280A) foi possivel
observar (Figura 14) que a tirosina da posicao 128 (Y128) busca substituir o
triptofano 280 (W280) em suas interacdes, porém, € incapaz de formar

interacéo de hidrogénio com o acido aspartico 159 (D159) para estabiliza-lo.

O deslocamento da tirosina 128 (Y128) buscando substituir as interacfes
do triptofano 280 (W280) faz com que a algca proxima a folha-B em que o
triptofano 280 (W280) esta inserido se torne menos estavel e mais flexivel
(Figura 16 B). Provavelmente o motivo pelo qual ha mudanca na alca préximo
a folha-B e ndo na folha-p aonde a tirosina esta inserida se deva ao fato que
esta folha-B forma o nucleo da proteina, portanto, possui diversas interacdes
gue a estabilizam e ajudam a estabilizar o nucleo hidrofébico da proteina sem
expb-lo ao ambiente externo, normalmente formado por residuos polares.
Geralmente, quando ha desestabilizacdo do nucleo hidrofébico da proteina, a

proteina toda se desestabiliza.
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Y128 D159

Figura 14. Sobreposicdo da proteina mutante rLID1_W (W280A) com a proteina wildtype
rLID1. Figura gerada pelo PyMOL a partir da estrutura mais representativa (cluster 0) gerada na dindmica
molecular. A proteina wildtype rLID1, em cor, enquanto a proteina mutante W280A, em branco.

O B-factor ou Debeye-Walker factor pode ser simulado durante uma
dindmica molecular e é interpretado como a medicdo do deslocamento de
atomos da sua posicdo média em uma estrutura cristalografica causada pela
vibracdo dependente de temperatura. Em uma proteina, o B-factor pode ser
interpretado como a flexibilidade do residuo dentro da estrutura proteica™.
Durante as andlises da proteina wildtype e as proteinas mutantes foi gerado
um grafico de flexibilidade relativa por residuo (Figura 15) no qual foi possivel
prever as regides da proteina que tiveram alteracdo na flexibilidade devido as

mutacdes na regido C-Terminal bem conservada.

Estdo representados em preto, vermelho, verde e azul, a flexibilidade
relativa para a proteina wildtype rLID1, a proteina mutante rLID1_D (D277A), a
proteina mutante rLID1 W (W280A) e a proteina mutante rLID1_DW (D277A,
W280A), respectivamente.
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Figura 15. Flexibilidade do residuo dentro da estrutura proteica da rLID1 e das proteinas
mutantes rLID1 D, rLID1 W e rLID1_DW. Gréfico flexibilidade relativa por residuo (Grafico B-factor)
gerado durante a dinamica molecular. Linha preta, proteina wildtype rLID1; Linha vermelha, proteina
mutante rLID1_D (D277A); Linha verde, proteina mutante rLID1_W (W280A); Linha azul, proteina mutante
rLID1_DW (D277A, W280A) L1, L2 e L3: regies com aumento de flexibilidade referenciado na Figura
16.

Foi observado que houve um leve aumento de flexibilidade préximo aos
residuos 20 (N-Terminal), 159 (D159, discutido anteriormente) e 200 (alca
flexivel). O aumento de flexibilidade da posicdo 159 pode ser explicado pelo
fato de que na posicdo 159 temos o acido aspartico que perde a interacdo de
hidrogénio apés a mutacdo do triptofano 280. Apesar das mutacdes terem
ocorrido nos residuos 277 e 280, as alteracbes mais significativas ocorreram
nas regides proximas aos residuos 60 (L1, Figura 15) e 125 (L3, Figura 15).
Podemos observar também que na regido proxima ao residuo 100 (L2, Figura
15) ha uma alta flexibilidade, porém, esta flexibilidade esta presente na
proteina wildtype rLID1 e, portanto, ndo houve aumento de flexibilidade. Ao
analisarmos aonde se encontram as regides L1, L2 e L3 percebemos que todas

estas regifes sdo alcas da proteina (Figura 16).
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Figura 16. Regides da proteina rLID1 em que houveram aumento de flexibilidade. A:
Sobreposi¢do da proteina mutante rLID1_W (W280A) com a proteina wildtype rLID1 mostrando as
regides nas quais houveram alteracdo no B factor. B: Em zoom a regido C-Terminal do modelo
tridimensional da proteina wildtype rLID1 (sem sobreposicao). Esta regiéo esta posicionada na parte de
tréas da figura A. L1 (alca catalitica), L2 e L3: regides com aumento de flexibilidade W: Triptofano Y:
Tirosina. D: Acido Aspartico.

Entre as grandes alteracdes de flexibilidade, temos a alteracéo na al¢ca 1
(L1), a alca catalitica da enzima, no qual houve aumento de flexibilidade em
todas as proteinas mutadas mas principalmente nas proteinas rLID1 W e
rLID1_DW onde houve a mutacédo do triptofano na posicdo 280. Este aumento
de flexibilidade é especialmente importante pois na alca catalitica da enzima
esta inserido um dos residuos responsaveis pela catalise da enzima, a histidina
do residuo 47 (H47), e € uma regido conservada em todas as SMases D. O
aumento de flexibilidade da alca catalitica se deve principalmente pelo aumento
de flexibilidade do residuo de arginina 56 (R56) que é sempre estavel na
proteina wildtype mas flexivel nas proteinas mutantes. Embora, segundo as
simulacdes, tenha ocorrido alteracdo na flexibilidade da alca catalitica, a
dindmica molecular foi incapaz de explicar o motivo deste aumento de
flexibilidade. Além disso, ao analisarmos a estrutura cristalografica da proteina,
percebemos que a al¢a catalitica das enzimas SMases D classe |l esté ligado a
alca flexivel por uma ponte dissulfeto. Nas enzimas desta classe, a alca flexivel

é reduzida e esta envolvida no deslocamento da alca catalitica, protegendo o
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sitio catalitico®®. Porém, apesar da ligacdo pela ponte dissulfeto, houve
somente uma leve alteracdo de flexibilidade na alca flexivel (regido proxima ao
residuo 200, Figura 15).

Na alga 3 (L3) podemos perceber que houve um aumento de flexibilidade
em todas as mutacdes (Figura 15), porém, o maior aumento foi causado pela
mutacao do triptofano na posicéo 280 (rLID1_W e rLID1_DW). Esta al¢a é onde
esta inserido o residuo tirosina 128 (Y128) que procura substituir as interacdes
feitas pelo triptofano 280 (W280) quando ocorre a mutacdo pela alanina
(W280A). Como discutido anteriormente, esta tirosina esta inserida em uma
das folha-B do nudcleo hidrofébico da proteina e, portanto, como ha diversas
interacdes que estabilizam o nucleo da proteina € mais provavel que ocorra

uma alteracao na alca proximo a folha-3.

As mudangas estruturais observadas durante a dinamica molecular nos
mostram que esta regido C-Terminal bem conservada provavelmente tem a
funcdo extremamente importante de manter a integridade estrutural da
proteina, ja que a perda das interacdes realizadas pelos aminoacidos
estudados foi capaz de interferir em outras partes da proteina que estdo
distantes dos sitios de mutacdo. A fim de obter mais resultados que
comprovam esta teoria, foi realizado a parte experimental na qual essas

proteinas foram expressas em sistema bacteriano.

4.2. Expresséao e Teste de Solubilidade em BL21 (DE3)

O protocolo de expressdao da rLID1 em BL21 (DE3) havia sido
padronizado anteriormente por Oliveira et al®*. Para verificar a solubilidade da
rLID1 D, rLID1_W e rLID1_DW, foi realizado um piloto de expressdo em BL21
(DE3), comparando com a proteina rLID1, que é solGvel ao ser expressa nesse
sistema de expressdo”. Para isso, os genes subclonados em pET28a-TEV
referentes a cada proteina foram transformados em BL21 (DE3) competentes.
Apoés 4 horas de expressdo a 37°C, foi realizado a lise celular e as amostras
centrifugadas para obtencéo da fracdo soluvel e a fracdo insoltvel. Por fim, as

amostras de tempo zero (TO), tempo final (T4), fragdo soluvel (SF) e fracdo
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insoltvel (IF) foram submetidas a um gel SDS-PAGE 15% (Figura 17) para
analise da expressdo. A proteina tem um tamanho esperado de 33kDa e o

padréo utilizado foi Pierce™ Unstained Protein MW Marker.

| rLID1_D . rLID1_DW

MW BL21 TO T4 SF IF Empty TO T4 SF IF

116,0 kDa

66,2 kDa

45,0 kDa
35,0 kDa
- i
-

25,0 kDa

18,4 kDa
14,4 kDa

Figura 17. Expressédo da rLID1 D, rLID1_DW em BL21(DE3) utilizando 4 horas de expresséao
e 0,5mM de IPTG. As canaletas de tempo zero (TO) referem-se a uma aliquota do meio contendo bactéria
antes da adicdo de IPTG e as canaletas tempo final (TF) referem-se a uma aliquota do meio contendo
bactéria ap6s o periodo de expressao de 4 horas. As canaletas fragao insoluvel (IF) e fragdo soltvel (SF)
referem-se a aliquotas do meio contendo bactéria apds a lise celular e separagdo através da
centrifugagéo.

Observamos nas canaletas TO e T4 da Figura 17 que apos o periodo de
expressdo ha uma banda em 33kDa referente as proteinas de interesse,
mostrando que houve expressao da proteina apds 4 horas. Porém, apos lise
celular podemos constatar que as proteinas (LID1 D e LID1_DW) ficaram
predominantemente na fracdo insoluvel (IF). Dessa forma, decidiu-se expressar
essas proteinas em sistema de expressdo BL21 (DE3) Arctic Express por
facilitar o dobramento da proteina ao realizar a expressdo em baixas
temperaturas (12°C) e ao mesmo tempo, realizar a co-expressao de duas
chaperonas (Cpnl0 e Cpn60). Como controle do processo, foi escolhido a
rLID1 que nunca havia sido expressa anteriormente nesta cepa, porém, serve

de modelo para outras proteinas expressas neste trabalho.
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4.3. Expressdo e Teste de Solubilidade em BL21 (DE3) Arctic
Express

Para expressdao em BL21 (DE3) Arctic Express os genes de rLID1,
rLiD1_D, rLID1 W e rLID1_DW subclonados em PpET28a-TEV foram
transfectados na cepa de interesse e a expressdo realizada conforme a
metodologia proposta pelo fornecedor®®. O pellet gerado durante o protocolo de
expressdo foi ressuspendido utilizando tampdo de lise e submetido ao
protocolo de lise conforme previamente descrito em “Material e Métodos” (Item
3.5).

rliD1 rliD1_D
(A) MW Arctic [TO T24 IF SFl [TO T24 IF SFl

250 kDa

150 kDa

100 kDa
75 kDa

(B) wmw ] (C)
MW Arctic TO T24 IF SF MW T24 IF SF

250 kDa
150 kDa

100 kDa

75kDa W

25kDa W
20kDa -

1S kDa s

Figura 18. Expressédo da rLID1, rLID1_D (A), rLID1_W (B) e rLID1_DW (C) em BL21(DE3)
Arctic Express utilizando 24 horas de expresséo e 0,5mM de IPTG. As canaletas de tempo zero (T0)
referem-se a uma aliquota do meio contendo bactéria antes da adi¢do de IPTG e as canaletas tempo final
(TF) referem-se a uma aliquota do meio contendo bactéria ap6s o periodo de expressdo de 24 horas. As
canaletas fracdo insoluvel (IF) e fracdo sollvel (SF) referem-se a aliquotas do meio contendo bactéria
apos a lise celular e separacéo através da centrifugacéao.
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Em cada etapa do experimento foram separadas aliquotas para serem
analisadas no final utilizando gel SDS-PAGE 15%. As aliquotas separadas
foram: Arctic Express sem ser transfectada submetida ao protocolo de
expressdo, tempo inicial (T0), tempo final (T24), fracdo insolavel (IF), e fracao
solavel (SF). Para a andlise utilizando gel SDS-PAGE 15% foi utilizado o

padrao Precision Plus Protein™ Dual Color Standards BioRad.

Ao analisar os resultados (Figura 18), podemos perceber pelas canaletas
tempo inicial (TO) e tempo final (T24) que houve a expressédo de todas
proteinas de interesse. Observamos ainda, que as proteinas rLID1 e rLID1_W,
permaneceram predominantemente na fracdo soluvel (SF) (Figura 18 A e B),
enquanto a proteina rLID1_D ficou parcialmente soluvel (Figura 18 A) e a
proteina rLID1_DW ficou completamente insoluvel (Figura 18 C). Além da
banda de massa esperada (33kDa) foi possivel observar também em alguns
geéis, uma banda por volta de 60kDa (Figura 18 A e C) sendo expressa em
conjunto com a banda da nossa proteina. Embora a confirmacéo s6 possa ser
feita através de Western Blotting, essa cepa de bactéria possui duas
chaperonas de 10kDa e 57kDa (Cpnl10 e Cpn60, respectivamente) que ajudam
no dobramento das proteinas a baixa temperatura e S80 expressas

constitutivamente, podendo assim, aparecer no gel de SDS 15%.

Foi observado na dinamica molecular que os aminoacidos D277 e W280
presentes na proteina wildtype rLID1 fazem diversas interacfes importantes
gue participam na estabilizacdo da estrutura proteica. Por este motivo, é
provavel que ao ocorrer mutacdo de dois aminoacidos como no caso da
rLID1_DW (D277A, W280A) o dobramento da proteina fique prejudicado,

formando corpos de inclusdo e tornando-a insolavel.

4.4. Purificacdo da proteina recombinante rLID1

O protocolo de purificagdo da rLID1 havia sido alterado e padronizado

53
|

anteriormente por Oliveira et al>® para a expressdo em BL21 (DE3), portanto,

foi utilizado o mesmo protocolo de purificagdo para a expressdo em BL21
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(DE3) Arctic Express. A fragdo soluvel do lisado contendo rLID1 foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP Ni?* e eluida utilizando
tampéo de eluicdo contendo 500mM de imidazol com um gradiente de 0 a
100% no qual foi observado somente um pico de absorbéncia no 280nm
(Figura 19 A).
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Figura 19. Purificacdo da esfingomielinase D recombinante de Loxosceles intermedia
(rLID1). A: Perfil cromatogréafico da purificacdo da proteina rLiD1 em coluna HisTrap HP Ni**. Linha cheia
representa a absorbancia a 280nm; Linha tracejada representa a concentra¢do do tampéo de eluicdo. B:
Perfil cromatogréfico em coluna de Gel Filtracdo (HiLoad 16/600 Superdex 75pg GE Helathcare), da
fracdo 1 oriunda de cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP Ni?*.

As fracBes obtidas referentes ao pico foram submetidas a cromatografia
de gel filtracdo (HiLoad 16/600 Superdex 75pg) para troca de tampéo (Figura
19 B) no qual foram obtidos dois picos de absorcdo no 280nm. Segundo o
manual do fabricante da coluna utilizada para a gel filtracdo, o volume no qual a
proteina foi eluida esta um pouco abaixo do padrdo de 44kDa utilizado no
manual, indicando que possivelmente é a proteina no tamanho esperado de
33kDa.®® Como a purificagéio da rLID1 ja esta padronizada e ndo houve nada

diferente do esperado, as fracfes obtidas ndo foram analisadas através da
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técnica de eletroforese. A expressao e purificacdo apresentou o rendimento de
7.2 mg/L de expressao.

4.5. Purificacdo da proteina recombinante rLID1_D

Para a purificacdo da proteina recombinante rLID1_D foi utilizado como
base o protocolo de purificagdo da rLID1, porém, com algumas modificacdes. A
fracdo soltvel do meio de expressao lisado contendo rLID1_D referente a 1 litro
de expressédo foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna HisTrap
HP Ni** em um fluxo reduzido de 1mL/min no qual o flowthrough foi coletado
para posterior andlise utilizando eletroforese. A proteina foi eluida da coluna
utilizando tampéo de eluicdo contendo 500mM de imidazol com um gradiente
de 0 a 100% no qual foram observados trés picos de absorbancia no 280nm
(Figura 20 A), diferente do observado anteriormente no resultado da rLID1
(Figura 19 A). Normalmente, através da experiéncia do grupo, é possivel
observar essa separacdo em trés picos para rLID1 durante a cromatografia de
afinidade quando as amostras sdo armazenadas inadequadamente e estdo de
alguma forma degradadas. Durante o experimento, todas as aliquotas de
expressao foram armazenadas no ultrafreezer -80°C, portanto, apesar de ser
uma caracteristica apresentada quando ha degradacdo, parece ser pouco

provavel.
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Figura 20. Purificacdo da proteina recombinante rLID1_D. A: Perfil cromatografico da
purificagdo da proteina rLiD1_D em coluna de afinidade (HisTrap HP Ni2+). Linha cheia representa a
absorbéancia a 280nm; Linha tracejada representa a concentragdo do tampéo de elui¢édo. B, C e D: Perfil
cromatografico em coluna de Gel Filtracdo (HiLoad 16/600 Superdex 75pg GE Helathcare), das fragOes
1,2 e 3 (respectivamente) oriunda de cromatografia de afinidade em coluna de afinidade.

As fracdes referentes aos trés picos obtidos durante a cromatografia de
afinidade foram submetidas separadamente a cromatografia de gel filtrac&o
(HiLoad 16/600 Superdex 75pg) para troca de tampéo no periodo maximo de
12 horas (Figura 20 B, C e D).

Foi escolhido para a primeira troca de tampao as fracées oriundas do pico
2 da cromatografia de afinidade por se tratar do pico de maior absorbancia a
280nm (Figura 20 A). Além disso, mesmo quando h& degradacédo do pellet de
expressdo e observamos trés picos durante a fase de cromatografia de
afinidade, € possivel purificar a rLID1 escolhendo as fracBes do pico 2. As
fracbes foram homogeneizadas e concentradas utilizando vivaspin para
realizacdo da cromatografia de gel filtracdo que suporta somente 5 mL de
amostra segundo o manual®®. Foram obtidos dois picos de absorcdo a 280nm,

porém, somente o pico 2B apresentou uma absor¢ao satisfatéria (Figura 20 C).
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Apesar disso, as fracOes referentes aos dois picos foram coletadas para
posterior analise através da técnica de eletroforese.

As fracbes oriundas do pico 1 (Figura 20 A) foram homogeneizadas e
concentradas utilizando vivaspin. A cromatografia foi realizada overnight e ficou
com caracteristicas bem distintas dos outros cromatogramas (Figura 20 B).
Esse comportamento pode ser explicado pela presenca de bolhas e sujeira
provenientes da corrida anterior na coluna. A corrida realizada para a
purificacdo do pico 1 foi realizada logo ap6s a corrida do pico 2 e mesmo
efetuando a limpeza entre corridas pode ter ficado resquicios da corrida
anterior na coluna. Segundo o manual da coluna®, o volume vazio da coluna
sai com 40mL de corrida, o que indica que os picos 1A e 1B séo realmente
Sujeiras provenientes da corrida anterior. Apesar disso, esses picos possuem
uma absorcao alta, por este motivo, foi decidido coletar as fracdes referentes a

esses picos para posterior analise.

Para realizar a terceira corrida de gel filtracdo, referente ao pico 3 da
cromatografia de afinidade, foi realizada uma limpeza mais extensa da coluna.
As fracbes oriundas do pico 3 (Figura 20 A) foram homogeneizadas e
concentradas utilizando vivaspin. Durante a cromatografia de gel filtracdo foram
obtidos dois picos de baixa absorbancia a 280nm (Figura 20 D), que foram

coletados para analise através de eletroforese.

Apés a etapa de purificacéo e troca de tampéao a fim de localizar a fracéao
correspondente a proteina recombinante de rLID1_D e verificar sua pureza, foi
realizado uma eletroforese em gel poliacrilamida SDS-PAGE 15% com o
flowthrough proveniente da cromatografia de afinidade e as fracdes
correspondentes aos picos de absorcdo a 280nm durante a fase de

cromatografia de gel filtracdo (Figura 21).
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Figura 21. Analise da purificagdo da proteina recombinante rLID1_D. A: Gel de poliacrialmida
SDS-PAGE 15%, correspondente a coleta do Flowthrough (FT) feita durante a cromatografia de afinidade.
B: Gel de poliacrialmida SDS-PAGE 15%, correspondente as fra¢des da purificacdo de rLiD1_D (Figura
20) corado por comassie blue. IF: Fragdo soluvel. SF: Fragao solavel.

Durante a primeira eletroforese foi possivel observar que o flowthrough da
amostra aplicada durante a cromatografia de afinidade teve somente uma
banda fraca correspondente a 33kDa, mostrando que provavelmente toda a

proteina recombinante se ligou a coluna de afinidade (Figura 21 A).

Durante a segunda eletroforese, a fim de analisar as fracdes referentes
aos picos de purificacédo e troca de tampédo, podemos observar a presenca de
uma banda de 33kDa nas fracbes 1C, 2A, 2B, 3A e 3B. Este fato
provavelmente se deve a intercessdo entre os trés picos durante a
cromatografia de afinidade, no qual ndo houve separacao completa dos picos e
ao coletar os picos acaba-se tendo resquicios dos outros picos. Como durante
a eletroforese foi aplicada a mesma quantidade de amostra em todas as
canaletas, podemos concluir que a banda 2B é aonde ha mais da proteina
recombinante purificada. Esse pico € também o pico em que se esperava que a

proteina purificada iria sair.

Além da banda em 33kDa, podemos notar que houve uma banda forte por
volta de 60kDa nas amostras 1C e 2A. E possivel levantar duas hipoteses para

a presenca desta banda: a primeira hipotese que seria uma banda causada
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pela formacdo de dimeros da proteina recombinante rLID1_D; a segunda
hipétese seria a presenca de contaminante com a chaperona Cpn60 (57kDa)
presente na cepa BL21(DE3) Arctic Express utilizada durante a fase de
expressao e que ajuda no dobramento da proteina de interesse.

A técnica de eletroforese SDS-PAGE se trata de uma técnica
desnaturante e embora existam relatos na literatura de proteinas oligoméricas
que sdo resistentes a desnaturacao realizada durante o SDS-PAGE®, é pouco
provavel que seja o caso desta proteina. Além disso, durante a cristalizagdo da
SMaseD de L. laeta, enzima com alta identidade com a SMaseD de L.
intermedia, foi relatado a formacao de dimeros, porém, devido ao experimento
de DLS realizado pelo grupo em que se constatou que em solucédo ha somente
mondmeros, esses dimeros observados foram considerados apenas um
artefato da cristalizacdo*'. Ainda, ha trabalhos na literatura que relatam que a
proteina Cpn60 foi purificada em coluna de afinidade de niquel junto de
algumas proteinas de interesse®® ®3. Portanto, embora s6 se possa confirmar
através da técnica de western blotting, podemos concluir que esta banda
provavelmente se trata da proteina Cpn60 que foi co-purificada junto da
proteina rLID1_D. A expressao e purificagcdo apresentou o rendimento de 1,3

mg/L de expressao.

4.6. Purificacao da proteina recombinante rLID1 W

Para a purificacdo da proteina recombinante rLID1_W foi utilizado como
base o protocolo modificado de purificacdo da rLID1_D. Primeiramente a fracéo
soltuvel do meio de expresséao lisado contendo rLID1_ W referente a 1 litro de
expressado foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP
Ni2+ em um fluxo de 1mL/min no qual o flowthrough foi coletado para posterior
analise utilizando eletroforese. A proteina foi eluida da coluna utilizando
tampédo de eluicdo contendo 500mM de imidazol com um gradiente de 0 a
100% no qual foram observados trés picos de absorbancia no 280nm (Figura
22 A) como durante a cromatografia de afinidade da rLID1_D (Figura 20 A).

Embora tenha sido observado trés picos sobrepostos, a sobreposicdo dos
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picos estdo mais proximas entre si, 0 que lembra muito a cromatografia de

afinidade da rLID1 que apresentou somente um pico (Figura 19 A).
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Figura 22. Purificacdo da proteina recombinante rLID1_W. A: Perfil cromatografico da
purificacdo da proteina rLiD1_W em coluna de afinidade (HisTrap HP Ni*"). Linha cheia representa a
absorbancia a 280nm; Linha tracejada representa a concentragdo do tampdo de eluicdo. B: Perfil
cromatogréfico de exclusdo molecular em coluna de Gel Filtragdo (HiLoad 16/600 Superdex 75pg GE
Helathcare), da fracdo 2 oriunda de cromatografia de afinidade em coluna de afinidade. C: Gel de
poliacrialmida SDS-PAGE 15%, correspondente as fragGes da purificagdo de rLiD1 W corado por
comassie blue. SF: Fracéo soluvel. FT: Flowthrough.

Com a experiéncia da purificacdo da rLID1 e a experiéncia adquirida
durante a purificacdo da rLID1_D foi coletado amostra dos trés picos da
cromatografia de afinidade, porém, somente o pico 2 foi submetido a troca de
tampédo utilizando cromatografia de gel filtracdo (HiLoad 16/600 Superdex
75pg). As fragcOes referente ao pico 2 oriundas da cromatografia de afinidade
foram homogeneizadas e concentradas utilizando vivaspin, para realizagdo da

cromatografia de gel filtragdo que suporta somente 5 mL de amostra, segundo
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o manual®®. Foram observados trés picos de absorcdo no 280nm, porém,
somente um pico possui absor¢ao satisfatoria (Figura 22 B).

Ap6s a etapa de purificacdo e troca de tampdo foi realizado uma
eletroforese em gel poliacrilamida SDS-PAGE 15% com a fracdo soltvel do
meio de expressao (SF), o flowthrough proveniente da cromatografia de
afinidade (FT), amostras dos trés picos obtidos durante esta etapa e amostra
proveniente do pico 2A obtido durante a troca de tamp&o do pico 2 da
cromatografia de afinidade (Figura 22 C). Ao observamos o gel, percebemos
qgue o flowthrough (FT) possui somente uma banda fraca correspondente a
33kDa, mostrando que provavelmente toda a proteina recombinante se ligou a
coluna de afinidade. Como nao houve separacdo completa dos picos de
absorcao podemos observar a presenca de uma banda de 33kDa nas amostras
referentes aos picos 1,2 e 3 da cromatografia de afinidade. Porém, esta banda
esta mais forte no pico 2, o que sugere gque a proteina seja proveniente deste
pico e tenha contaminado os outros dois picos. Além disso, podemos observar
gue apesar de haver algumas bandas contaminantes no pico 2A, a proteina
recombinante rLID1_W esta em maior quantidade e relativamente pura. A

expressao e purificacdo apresentou o rendimento de 1,3 mg/L de expressao.

4.7. Atividade esfingomielinasica in vitro

Apés a purificacdo e troca de tampdo, as fragcdes puras foram
homogeneizadas e as suas concentracdes estimadas, utilizando o método de
Bradford®, no qual constatou-se a concentracdo de 0,36 pg/pl para rLID1 e
0,48 pg/ul pararLID1_D e rLID1 W.

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade das enzimas mutantes
rLID1_D e rLID1_W foram realizados testes de atividade enzimatica utilizando
o Amplex® Red sphingomyelinase assay kit, de acordo com as recomendacdes
do fabricante®’. Apesar das SMases D apresentarem capacidade catalitica de

diferentes substratos® 4%

, 0 kit possui somente a esfingomielina como
possivel substrato. Como a atividade da enzima depende da quantidade de

enzima adicionada a reagao do kit, para saber qual a melhor quantidade de
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trabalho foi realizado um teste preliminar (Figura 23) com diferentes
concentragoes da enzima rLID1 (0,5ug; 1ug; 1,5ug; 2,5Ug; 5ug; 7,5H49). Foi
escolhida esta SMase D em detrimento das enzimas mutantes para a
realizacdo do teste preliminar porque este teste de atividade esta bem
padronizado na literatura® “® >3, Para controle positivo da reacao, o kit utiliza a
esfingomielinase (PLD) de Bacillus cereus e H»O, por ser substrato da
peroxidase de raiz-forte (Armoracia rusticana), ultima reacdo do kit e a reagao

que ira produzir fluorescéncia.
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PLD H202 0.5 ug 1 ug 1,5 ug 2,5 ug 5 ug 7,5 ug

Figura 23. Avaliacdo da atividade esfingomielinasica de rLID1 quantidade dependente.
Atividade esfingomielinasésica da rLiD1 utilizando diferentes quantidades (0,5ug; 1ug; 1,510; 2,5u0; 5ug;
7,5ug), usando o Amplex Red Sphingomyelinase Assay kit (Invitrogen)®’. Controles positivos,
esfingomielinase (PLD) de Bacillus cereus e H.O..

Podemos observar pelos resultados que a proteina rLID1 possui alta
capacidade esfingomielinasica e que mesmo em baixas quantidades (0,5ug) é
capaz apresentar altos indices de unidade relativa de fluorescéncia (RFU).
Além disso, foi possivel observar que a partir de 5ug de proteina (para o tempo
medido), é atingido um platd na reacdo, no qual apesar do aumento da
guantidade de enzima, ndo ha aumento de atividade da proteina. Isto
provavelmente acontece devido a alta capacidade esfingomielinasica em que

nesta concentragdo e tempo de reacdo a enzima é capaz de esgotar a reagao.

56



7

Ao avaliar a funcionalidade das enzimas mutantes é necessério que a
concentragédo trabalhada esteja dentro do limite de linearidade e que seja
capaz de apresentar alta atividade esfingomielinasica. Portanto, foi escolhido
para trabalhar 0,5 pug de enzima.

ApoOs avaliar a melhor quantidade de enzima foi possivel realizar o teste de
atividade enzimatica comparando a proteina wildtype rLID1 com as proteinas
mutantes rLID1_D e rLID1_W (Figura 24).
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Figura 24. Avaliagdo da atividade esfingomielinasica das enzimas rLID1_D e rLID1_ W em
relacdo a proteina wildtype rLID1. Teste de atividade esfingomielinasica utilizando 0,5 pg de enzima, 30
minutos de reacdo e o Amplex Red Sphingomyelinase Assay kit (Invitrogen)®”. Controles positivos,
esfingomielinase (PLD) de Bacillus cereus e H>O,. ns: ndo significativo. **: (p < 0.01)

O teste foi realizado de acordo com as recomendacdes do manual®’, no
qgual é utilizado como controle positivo a esfingomielinase (PLD) de Bacillus
cereus e a H,O,. Todas as medidas de RFU referentes as cinco amostras
foram realizadas em triplicata e o resultado foi analisado através do
GraphPrism 7, no qual foi realizado o teste estatistico one-way ANOVA e 0 pos
teste de comparacdo mdultipla, Bonferroni. Além disso, as medi¢cdes foram
analisadas utilizando o site GraphPrism Outlier que utiliza o teste de Grubbs

para garantir que nenhuma amostra fosse um outlier®.

Analisando o resultado (Figura 24) observamos que a proteina wildtype

rLID1 e a proteina rLID1_D n&o obtiveram diferenca significativa em seus
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resultados de atividade. Enquanto, a proteina wildtype rLID1 e a proteina
rLID1_W obtiveram diferenca significativa (p < 0.01).

Esta diferenca significativa pode ser explicada pelos resultados obtidos
anteriormente na dinamica molecular no qual foram discutidas as alteracdes na
flexibilidade estrutural. Na alca catalitica da enzima estad inserido um dos
residuos responsaveis pela catalise da enzima (H47) e junto da alga flexivel
protegem o sitio catalitico da enzima. Como substrato das SMases D temos
diversos lipideos, geralmente grandes. Um aumento de flexibilidade, apesar de
provavelmente atrapalhar o encontro do residuo da histidina 47 (H47) com o
substrato, pode facilitar a entrada do substrato no sitio catalitico, aumentando

assim a eficiéncia catalitica da enzima.

4.8. Atividade dermonecroética, hemorragica e edematogénica in vivo

Apés a observacéo da atividade enzimatica das proteinas mutantes in vitro,
foi realizado o teste de atividade in vivo. Para a realizacdo do teste, foi
escolhido a DMN da proteina wildtype rLID1, nosso controle positivo,

previamente padronizada por Oliveira et al*®

. As amostras contendo 2,5 ug de
proteina foram injetadas intradermicamente em dois coelhos fémeas (n=2) e a
ferida avaliada por 72 h, no qual foram medidas a area de necrose, a area de

hemdlise da ferida e o comprimento do edema, utilizando um paquimetro.

Durante o experimento foi observado que as duas enzimas mutantes séo
capazes de causar a necrose, porém, a enzima mutante rLID1_ W (W280A)
teve uma capacidade dermonecrética muito inferior a rLID1 e rLID1 D na
concentracdo testada (Figura 25). Durante a etapa de atividade in vitro, a
rLID1_W foi capaz de clivar a esfingomielina, principal constituinte da
membrana celular de células de eucariotos, com maior eficiéncia que a
proteina rLID1 e rLID1_D, por este motivo, era esperado que esta proteina
fosse capaz de causar necrose igual ou maior que a proteina wildtype. Foi
levantada duas hipdteses para explicar esse comportamento, na primeira
hipétese, embora a clivagem da esfingomielina contribua para causar a

necrose pode ser que na verdade a clivagem de outro substrato, como o LPC,
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seja o principal causador da dermonecrose e a mutacao no triptofano 280 da
proteina fez com que houvesse alteragcdo na preferéncia de substrato da
proteina. Na segunda hipotese, a regido C-Terminal estaria envolvida com a
atividade biolégica da proteina, facilitando o0 acesso ao substrato
esfingomielina, constituinte das membranas celulares. Para melhor avaliar
estas hipoteses, € necessério a realizacdo de mais experimentos. Um possivel
experimento seria a realizacdo de um ensaio de sobreposi¢cédo proteina-lipideo
(FatBlot), no qual € possivel avaliar a preferéncia da enzima por diferentes

substratos.
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Figura 25. Avaliacdo da atividade bioldgica das enzimas rLID1_D e rLID1_W em relagado a
proteina wildtype rLID1. Teste de atividade esfingomielinasica utilizando 2,5 pg de enzima em um
intervalo de 72h. Foram avaliados Hemdlise, Necrose e Edema causados pelas proteinas mutantes.
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Nos animais e na concentracdo testada, a proteina rLID1_D, apés 72h,
causou uma lesdo necrotica superior ao controle positivo rLID1. Porém, devido
ao desvio padréo alto entre os animais testados, principalmente antes de 72h,
€ necessario realizar mais experimentos para que se possa aumentar o N do

experimento e assim confirmar o aumento.

60



5. CONCLUSOES

61

Foi possivel confirmar in silico as interagdes propostas por Dias-
Lopes et al 2016, e avaliar a interacéo da regido C-Terminal com
as outras regides da proteina.

As analises in silico foram capazes de mostrar que as mutacdes
alteram a flexibilidade da al¢a catalitica, embora ndo tenha sido
possivel concluir porque desta alteracéo de flexibilidade.

As proteinas mutantes foram incapazes de serem expressas em
sua forma soluvel utilizando o chassi de expressédo BL21 (DE3).

Foi possivel produzir as proteinas mutantes rLID1_W (W280A) e
rLID1_D (D277A) em sua forma soluvel utlizando vetor de
expressao e chassi bacteriano. Essas enzimas foram expressas e
purificadas com sucesso utilizando o mesmo protocolo de
expressdo da proteina wildtype rLID1.

A proteina duplamente mutante rLID1_DW permaneceu insoluvel
ao utilizar o vetor de expressdo e os dois chassis bacterianos
testados.

As duas proteinas mutantes, rLID1 W (W280A) e rLID1 D
(D277A), apresentam atividade enzimatica esfingomielinasica
similar a proteina wildtype. Porém, a proteina rLID1_W (W280A)
possui atividade esfingomielindsica maior que a proteina wildtype
rLID1. Esse aumento provavelmente ocorre pela maior flexibilidade
da alca catalitica nas proteinas mutadas, gerando assim, uma
maior facilidade para a entrada do substrato no sitio catalitico.

As proteinas mutantes rLID1 W (W280A) e rLID1 D (D277A)
foram capazes de causar necrose nos testes in vivo. Porém, a
proteina rLID1_W causou uma necrose muito inferior a proteina
wildtype e a proteina rLID1_D.

No teste in vivo a proteina rLID1_D (D277A) foi capaz de causar
uma lesdo maior que a proteina wildtype rLID1, ap6s 72 h de
observacdo. Porém, € necesséario aumentar o nimero de animais

utilizados para confirmar este dado.
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