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Resumo

A partir do veneno de L. intermedia varias toxinas foram clonadas e vém sendo
caracterizadas bioguimica e biologicamente. Dentre as toxinas clonadas estdo as
fosfolipases-D que sdo responsaveis pela maioria dos efeitos bioldgicos causados
pelo veneno, porém, a acdo desta e das demais toxinas parece depender de uma
acdo combinada ou sinérgica que resulta no loxoscelismo. Loxoscelismo é a
denominacéo do quadro clinico provocado em pacientes picados por aranhas do
género Loxosceles. Até o momento, sete isoformas de fosfolipases-D foram
clonadas e parcialmente caracterizadas. Todas essas isoformas recombinantes de
fosfolipases-D, com excecdo da mais recente, foram expressas ha cepa
bacteriana E. coli BL21(DE3)pLysS que nado possui controle ou auxilio na
formacdo de pontes dissulfeto intracadeia polipeptidica. Utilizando a primeira
isoforma obtida (LiRecDT1), foi demonstrado a partir de cristalografia que essa
enzima possui quatro cisteinas na sua cadeia polipeptidica que formam duas
pontes dissulfeto e que essas pontes tém relacdo com a atividade das
fosfolipases-D e com a sua estrutura terciaria. Todas as sete isoformas possuem
estas cisteinas conservadas e mesmo havendo também uma relevante
conservacdao aminoacidica no sitio catalitico das isoformas de fosfolipases-D, o
restante dos aminoécidos das sequéncias varia o suficiente para contribuir em
mudancas nos niveis de atividade e solubilidade entre elas. Assim, sabendo-se
que alteracdes nas estruturas podem interferir na intensidade das suas atividades,
bem como na solubilidade em ambientes bioldgicos, realizamos a expresséao de
quatro isoformas (LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A) na cepa até
entdo utilizada e na cepa E. coli SHuffle T7 express LysY, que auxilia na formacao
de pontes dissulfeto e possui ambiente favoravel a proporcionar opcbes de
dobramentos alternativos as proteinas recombinantes. Essas quatro isoformas
produzidas em ambas as cepas foram entdo purificadas e submetidas a ensaios
de cunho bioquimico e biolégico. Estes ensaios foram realizados com o intuito de
serem realizadas comparacdes para avaliar se haveriam mudancas nos niveis de
atividade e/ou solubilidade até entdo conhecidos para as quatro isoformas
escolhidas. Todos os resultados mostraram n&o haver diferencas estatisticamente
significantes nos niveis de atividade para as toxinas testadas, embora expressas
em cepas diferentes. Entretanto, algumas caracteristicas da nova cepa
contribuiram para a diminuicAo do rendimento final de purificagdo quando
comparadas com as purificadas a partir da outra cepa. A predicdo estrutural
acabou revelando novas questbes que certamente se tornardo alvos de estudo
para melhor compreensdo da atividade dessas enzimas. Estre trabalho indicou
gue embora produzidas nesta nova cepa que possui refinamento para
proporcionar um melhor dobramento, estas toxinas ja estavam obtendo sua
conformacao correta espontaneamente quando produzidas na cepa bacteriana E.
coli BL21(DE3)pLysS até entao utilizada.

Palavras-chave: Fosfolipases-D, veneno, Loxosceles, cisteina, dissulfeto



Abstract

From the venom L. intermedia various toxins were cloned and has been
characterized biochemical and biologically. Loxoscelism is the name of the clinical
picture provoked in patients bitten by Loxosceles spiders. Among the cloned toxins
are the phospholipases-D, that are responsible for most of the biological effects
caused by the poison, however, the action of this and other toxins seems to
depend on a combined or synergistic action that results in loxocelism. To date
seven phospholipase-D isoforms have been cloned and partially characterized. All
these recombinant isoforms of phospholipase-D, except the most recent, were
expressed in the bacterial strain E. coli BL21(DE3)pLysS that has no control or aid
in forming intrachain polypeptide disulfide bonds. Using the first isoform obtained
(LiRecDT1) X-ray diffraction crystallography has allowed to demonstrate that this
enzyme has four cysteines in its polypeptide chain that form two disulfide bonds,
and that these bonds are related to the phospholipase-D activity and its tertiary
structure. All of the seven isoforms possess these cysteines conserved and also
while there is significant amino acids conservation in the catalytic site of the
phospholipases-D isoforms, the remaining amino acid sequence varies enough to
contribute to changes in activity levels and solubility among them. So, knowing that
changes in the structures can interfere in the intensity of their activities, as well as
solubility in biological environments, we performed the expression of four isoforms
(LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 LiRecDT1 and H12A) in the strain so far used
and in the E. coli SHuffle T7 Expression LysY strain, which aids in the disulfide
bonds formation and has favorable environment to provide alternative options to
the recombinant protein folding. These four isoforms produced in both strains were
then purified and subjected to biological and biochemical tests. These assays were
performed with the intention to be performed comparisons to assess whether there
would be changes in activity levels and/or solubility so far known for the four
isoforms chosen. All results showed no statistically significant differences in activity
levels for the tested toxins, although expressed in different strains. However, some
features of the new strain contributed to the decrease in the final yield of
purification when compared with the proteins purified from the other strain. The
structural predctions eventually revealed new questions that surely will become
targets of study to better understand the activity of these enzymes. This work
indicates that although produced on this new strain that has refinement to provide
an improved folding, these toxins were already getting their correct conformation
spontaneously when produced in the bacterial strain E. coli BL21(DE3)pLysS so
far used.

Keywords: Phospholipases-D, poison, Loxosceles, cystein, disulfide,
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1. INTRODUCAO

As aranhas do género Loxosceles conhecidas popularmente como aranhas-
marrons e em alguns casos como aranhas-violino sdo encontradas em diversas
partes do globo (da SILVA et al., 2004; MARQUES-DA-SILVA, 2005).

Embora ndo sejam aranhas agressivas, das 11 espécies encontradas no
Brasil, trés (L. intermedia, L. gaucho e L. laeta) estdo envolvidas nos casos de
envenenamento humano, sendo as responsaveis pelo maior nimero de acidentes
causados por animais peconhentos no Parana, justamente pela facilidade que
possuem em se adaptar ao ambiente intradomiciliar, onde sdo encontradas com
frequéncia em calcados, roupas e entulhos acumulados nas residéncias (da SILVA
et al., 2004; APPEL et al., 2005; BINFORD et al., 2008; BERTANI et al., 2010).

O termo loxoscelismo € utilizado para descrever 0s sinais e sintomas
resultantes de acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles (da SILVA et
al., 2004). Esses acidentes causados pelo envenenamento podem ser
caracterizados por duas variantes clinicas: o quadro cutdneo e o quadro sistémico
(FUTRELL, 1992).

O veneno loxoscélico € uma mistura essencialmente proteica de compostos
biologicamente ativos, com a presenca abundante de enzimas em sua
composicdo (da SILVA et al., 2004; APPEL et al.,, 2005). A partir de analises
eletroforéticas pode-se constatar a presenca predominante de proteinas e
peptideos de baixa massa molecular (3-45KDa) (MARTINEZ-VARGAS, 1987).

As fosfolipases-D, metaloproteases, hialuronidases, serino-proteases,
inibidor de serino-proteases, peptideos inseticidas TCTP (do inglés Translationally
Controlled Tumor Protein) e alérgenos, estdo entre as proteinas que compdem o
veneno que ja foram descritas (MACHADO et al., 2005; GREMSKI et al., 2010;
CHAIM et al., 2011a).

As fosfolipases-D sdo as enzimas mais estudadas e caracterizadas do
veneno de Loxosceles spp e sdo consideradas como 0s principais componentes
do veneno por serem responsaveis por reproduzirem o0s principais efeitos e

sintomas do envenenamento isoladamente (de ANDRADE et al., 2005).
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Até o momento, sete isoformas de fosfolipases-D da aranha Loxosceles
intermedia foram clonadas e expressas em cepas bacterianas pelo nosso grupo,
LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006), LiRecDT2 e LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006),
LiRecDT4 e LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2007), LiRecDT6 (APPEL et al., 2008)
e LiRecDT7 (VUITIKA et al.,, 2012) e estes estudos realizados com todas as
isoformas das toxinas dermonecréticas recombinantes mostraram que embora
homologas elas possuem diferentes niveis de atividade.

O nome LiRecDT utilizado para batizar cada isoforma produzida € uma
abreviaco do termo em inglés Loxosceles intermedia Recombinant
Dermonecrotic Toxins.

Varios trabalhos j& demonstraram os efeitos causados isoladamente por
essas enzimas: dermonecrose (da SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005)
hemdlise (CHAVES-MOREIRA et al.,, 2009; CHAVES-MOREIRA et al., 2011)
agregacdo plaquetaria (da SILVEIRA et al., 2006, 2007; APPEL et al., 2008)
distarbios renais, nefrotoxicidade (LUCIANO et al.,, 2004; CHAIM et al., 2006;
KUSMA et al, 2008), citotoxicidade (CHAIM et al., 2006, KUSMA et al., 2008;
CHAIM et al., 2011b) alteragbes na permeabilidade vascular, edema (da
SILVEIRA et al. 2006, 2007; APPEL et al., 2008) e massiva resposta inflamatoria
(PALUDO et al., 2009; CHAIM et al., 2011b).

Além disso, dados fundamentais foram coletados sobre a estrutura molecular
desta classe de compostos, principalmente quanto ao sitio catalitico (de
GIUSEPPE et al.,, 2011). J4 se sabe que as fosfolipases-D de Loxosceles
intermedia possuem gquatro cisteinas conservadas nas suas sequéncias, e a partir
da solucdo da estrutura da cristalografia da toxina LiRecDT1 produzida por de
GIUSEPPE e seus colaboradores (2011) foi possivel observar que essas cisteinas
formam duas pontes dissulfeto.

Todas as isoformas recombinantes produzidas até o momento pelo nosso
grupo, com excecéo da LiRecDT7, foram produzidas na mesma cepa bacteriana
de expresséo, que € a Escherichia coli BL21(DE3)pLysS, porém nenhuma das
caracteristicas desta cepa favorece a formacdo de pontes dissulfeto ou auxilia no

dobramento correto das proteinas recombinantes.
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Portanto a producdo destas toxinas recombinantes em modelos de
expressdo que favorecam a formacdo dessas pontes dissulfeto se torna
necessario para avaliar se a atividade dessas toxinas estaria sofrendo alguma
alteracéo devido a possivel falta de dobramento correto pela ndo formacéo dessas
pontes dissulfeto espontaneamente quando produzidas na cepa E. coli
BL21(DE3)pLysS.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Expresséo heterdloga de isoformas de fosfolipases-D recombinantes na cepa
de E. coli SHuffle T7 express LysY formadora de pontes dissulfeto e que
proporciona condicdes diferenciadas de expressao e dobramentos

alternativos as toxinas recombinantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizacao das isoformas em experimentos de cunho bioquimico.

o Caracterizacao das isoformas em experimentos de cunho bioldgico.

o Comparacdo de todos os resultados obtidos através da realizacdo dos
ensaios de caracterizagcédo para isoformas LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1 H12A expressas em Escherichia coli BL21(DE3)pLysS e E. coli
SHuffle T7 express LysY, para avaliar se houveram mudancgas significativas
na atividade das toxinas recombinantes quando expressas em cepas com
refinamentos para expresséao diferenciados.

o Predicdo e comparacéao estrutural das isoformas utilizadas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aranhas do género Loxosceles: Contexto geral

Por apresentarem coloracdo que vai desde o marrom claro ao escuro,
essas aranhas sao popularmente conhecidas como aranhas-marrons, cujo
aspecto auxilia na identificacdo das diferentes espécies do género. Outra
caracteristica que possibilita a identificacdo das aranhas deste género é o
desenho em forma de violino na superficie dorsal do cefalotérax sendo entédo
também conhecidas como aranhas-violino (FUTRELL, 1992; MALAQUE et al.,
2002; VETTER; SWANSON, 2007; VETTER; ISBISTER, 2008). Juntamente com
0s métodos de identificacdo citados acima € também possivel a identificacdo pela
disposicdo dos olhos, os quais se apresentam em trés pares dispostos em
semicirculo (FUTRELL, 1992; VETTER; VISSCHER, 1998; da SILVA et al., 2004,
APPEL et al., 2005). Essas aranhas apresentam tamanho corporal variando entre
8 a 15 mm e pernas de 8 a 30 mm (da SILVA et al., 2004) e apresentam
dimorfismo sexual, sendo as fémeas com corpos maiores que 0s machos e

pedipalpos adaptados a reproducédo nos machos (GILBERT, 1997) (Fig.1).
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Loxosceles intermedia

Figura 1 - ARANHAS DA ESPECIE Loxosceles intermedia. (A) Desenho muito semelhante & de um
violino na regido dorsal do cefalotérax (seta); os seis olhos agrupados em diades dispostos em
semicirculo na regido dorsal do cefalotérax (pontas de seta). (B) Aranhas adultas de Loxosceles
intermedia, demonstrando o dimorfismo sexual entre fémeas (esquerda) e machos (direita).
Adaptado de: CHAIM et al., 2011a.

Ao todo 100 espécies encontram-se descritas para esta familia (PLATNICK
VERSION 12.5, 2012) e encontram-se distribuidas em cinco continentes (da
SILVA et al., 2004), sendo 20 endémicas do continente Africano, 50 da América do
Norte e Central e 30 da América do Sul (MARQUES-DA-SILVA, 2005).

Das 11 espécies registradas no Brasil (BERTANI et al., 2010), quatro estédo
presentes no estado Parana: L. intermedia, L. laeta, L. gaucho e L. hirsuta
(FISCHER & VASCONCELLOS-NETO, 2005; MARQUES-DA-SILVA, 2005) (Tab.
1).
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ESPECIES DO GENERO Loxosceles ENCONTRADOS NO BRASIL

Loxosceles Adelaida

Loxosceles anbmala

Loxosceles similis

Loxosceles amazbnica

Loxosceles gaucho*

Loxosceles hirsuta*

Loxosceles intermedia*

Loxosceles laeta*

Loxosceles porta

Loxosceles imodesta

Loxosceles chapadensis

Tabela 1- ESPECIES DO GENERO Loxosceles ENCONTRADOS NO BRASIL. *Espécies de
aranhas-marrons encontradas no Estado do Parana.

Por terem adquirido habitos intradomiciliares houve um aumento dos
acidentes com humanos, entretanto essas aranhas ndo s&o normalmente
agressivas, grande parte das picadas ocorre como forma de defesa quando as
aranhas sdo comprimidas inadvertidamente ao vestir-se, enxugar-se ou durante o
sono (FUTRELL, 1992; RIBEIRO et al., 1993).

Acidentes causados por aranhas do género Loxosceles tém sido descritos
desde a década de 1950 (ROSENFELD et al.,, 1957; ATKINS et al.,, 1958;
GUILHERME, FERNANDES e BARBARO, 2001).

Os acidentes com cada espécie variam de estado a estado no Brasil, onde
podemos dividir da seguinte maneira: a Loxosceles gaucho € a principal
responsavel pelos acidentes em S&ao Paulo enquanto que a Loxosceles intermedia
€ comum no Parana, onde ocorre a maior parte dos acidentes no Brasil e a
Loxosceles laeta que é a mais venenosa, esta presente em Santa Catarina e em
varios paises latino-americanos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

De acordo com os dados mais recentes do Sistema de Informacgédo de
Agravos de Notificacdo do Ministério da Saude (SINAN), dos 16.500 casos de

acidentes causados por aracnideos no Brasil, 4.798 sdo correspondentes aos
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acidentes com as aranhas do género Loxosceles e desses, 2.650 casos ocorreram
no Parana (SINAN, 2013).

3.2 Loxoscelismo: Conceito e formas de manifestacéo

Loxoscelismo € o nome que se da ao conjunto de manifestacdes clinicas
induzidas pelo envenenamento envolvendo aranhas do género Loxosceles
(FUTRELL, 1992; APPEL et al., 2005; da SILVA et al., 2004).

Existem duas variantes clinicas caracteristicas muito bem definidas
(BARBARO et al., 1992): o quadro cutdneo ou dermonecrético que ocorre na
maioria dos casos (84-97%) caracterizado por necrose no local da picada com
espalhamento gravitacional e o quadro viscerocutaneo ou sistémico que ocorre na
proporcao inversa (3-16%), este ultimo caracterizado por efeitos sistémicos, com
destaque para disturbios na homeostase e fungéo renal. Embora menos comum, o
quadro sistémico € a principal causa da morte por Loxoscelismo e tém sido
descritos sinais clinicos gerais como fraqueza, febre, nauseas, vomitos e
convulsées (FUTRELL, 1992; SWANSON & VETTER, 2006; VETTER & IBISTER
2008; DA SILVA et al., 2004; LUNG & MALLORY, 2000).

O quadro cuténeo do Loxoscelismo é caracterizado de forma geral por uma
dermonecrose na regido da picada (REES et al., 1984) (Fig. 2). A lesdo nao é
percebida pelo individuo logo no inicio, pois é pouco dolorosa e somente 2 a 8
horas depois que comecga a surgir dor local da lesédo que vai de moderada a
severa, caracterizada por queimacéao ou ardéncia.

Outros sintomas envolvem prurido, edema, mal-estar geral e febre. Estes
sintomas sao seguidos pelo surgimento de uma lesao circulada por halo vermelho,
com centro palido conhecido como placa marmoérea (FUTRELL, 1992). Ainda pode
ocorrer 0 acumulo de leucdcitos polimorfonucleares, necrose e formacdo de
abscesso de 3 a 5 dias depois do acidente (FUTRELL, 1992). A lesao
dermonecrotica pode evoluir para formacdo de uma escara de dificil cicatrizacdo

entre 2 a 6 semanas apos, podendo originar sequelas deformantes (P1ZZI et al.,
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1957). Estas sequelas originadas no local da lesé@o as vezes podem ser resolvidas

com uma cirurgia reparadora (FUTRELL, 1992).

Figura 2 - LESAO DERMONECROTICA CAUSADA PELA PICADA DE ARANHAS DO GENERO
Loxosceles. O paciente desenvolveu edema, vesiculas e equimoses (setas brancas) em volta do
provavel local da picada (estrela). A marca registrada da picada por aranhas do género Loxosceles
€ o espalhamento gravitacional (seta preta). Adaptado a partir de DE SOUZA et al., 2008.

O outro quadro conhecido como viscerocutaneo ou sistémico por sua vez é
observado nos casos mais graves, com 0 aparecimento dos sintomas 24 horas
apos a picada. Os sintomas vao desde a reacdo no local da picada até astenia,
febre, episddios eméticos, alteracdes sensoriais, cefaleia e insbnia; dentre os
casos mais graves ocorrem convulsdes e coma, podendo também ocorrer prurido
generalizado e petéquias (MARTINEZ-VARGAS, 1987; SCHENONE et al., 1989;
FUTRELL, 1992; BRAVO et al., 1993).

Em casos ainda mais graves sdo notadas alteracdes hematolégicas como
anemia hemolitica, agregacédo plaquetaria causando trombocitopenia (BASCUR et
al., 1982) e coagulacéo intravascular disseminada (DENNY et al., 1964).

Atribui-se um papel central ao efeito hemolitico do veneno para a injuria renal

(COUTINHO, 1996), sendo a principal causa de 0bito dos pacientes envenenados
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(WILLIAMS et al.,1995; FUTRELL, 1992; da SILVA et al., 2004, LUNG; MALLORY,
2000).

O quadro sistémico pode desenvolver-se antes da reagao local ser percebida
e basicamente tem relacdo com a quantidade de veneno injetada e a condicdo
imunologica do paciente, descartando-se a ligacdo com sexo, idade, estacdo do
ano e gravidade da lesdo cutanea (MORAN et al., 1981; CICARELLI et al., 1983;
HEREDIA et al., 1989). E importante ressaltar que um quadro n&o exclui o outro,
podendo o acometido pelo envenenamento apresentar tanto ambos os quadros,
guanto apenas somente um deles.

De acordo com o Portal da Saude do Ministério da Saude brasileiro os
primeiros socorros que devem ser seguidos no caso de um eventual acidente por
animais peconhentos sdo: lavar o local da picada com agua e sabao; nao fazer
torniquete ou garrote, nao furar, cortar, queimar, espremer ou fazer succao no
local da ferida, nem aplicar folhas, p6 de café ou terra para ndo provocar
infecgdes; ndo dar a vitima bebida alcodlica, querosene, ou fumo, como é costume
em algumas regifes do pais; levar a vitima imediatamente ao servico de saude
mais préximo para que possa receber o tratamento adequado em tempo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Segundo CUPO e colaboradores (2003), anti-inflamatdrios corticosteréides
topicos e sistémicos e dapsona também tém sido recomendados para o
tratamento do Loxoscelismo e em casos de suspeita de hemolise intravascular,
deve-se realizar hidratagdo e alcalinizagdo da urina, com intuito de evitar a
precipitacdo de hemoglobina nos tubulos, o que elevaria o risco de necrose tubular
aguda hemoglobindrica.

Nado existe uma unanimidade quando se trata do tratamento do
Loxoscelismo. Pauli e colaboradores (2009) apontam para essa questdo das
varias intervencdes propostas onde além das citadas acima, também € indicado o
uso de antibidticos e agentes quelantes, ou ainda o uso de antivenenos como
tratamento para neutralizacdo do veneno.

Os antivenenos loxoscélicos sédo produzidos no Brasil, México e Peru. No

Brasil sdo produzidos os soros antiloxoscélico e antiaracnidico. O soro
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antiloxoscélico brasileiro contém anticorpos das trés espécies de Loxosceles
clinicamente mais importantes (L. intermedia, L. laeta e L. gaucho) e o
antiaracnidico os anticorpos contra 0s venenos de L. gaucho, Phoneutria
nigriventer, Tityus serrulatus and Tityus bahiensis (PAULI et al., 2006).

Também, segundo o Protocolo Técnico para Atencdo aos Acidentes
Loxoscélicos da Secretaria da Saude de Curitiba, ndo existe exame complementar
diagnostico especifico. Em geral, o diagndstico, estadiamento e conduta sdo
definidos através da avaliacdo do quadro clinico. Alteracbes laboratoriais
dependem da forma clinica do envenenamento, podendo ser solicitados
hemograma com reticulocitos (em caso de palidez), bilirrubinas (em casos de
ictericia), potassio e creatinina (para casos de hemdlise com suspeita de
insuficiéncia renal aguda), coagulograma e contagem de plaquetas (para casos
graves) (SECRETARIA DA SAUDE DE CURITIBA, 2006).

3.3 Veneno loxoscélico

O veneno Loxoscélico € um liguido incolor e cristalino, de natureza
essencialmente proteica, produzida por um par de glandulas situadas no
cefalotorax, ligadas a um par de queliceras (dos SANTOS et al., 2000).

O volume de veneno produzido pelas glandulas € variavel de acordo com a
espécie, tamanho, sexo e outros fatores (de OLIVEIRA et al., 2005), mas
dificilmente ultrapassa 4 ul e contém de 65 ug a 100 ug de proteinas totais (SAMS
et al., 2001).

Algumas proteinas do veneno da espécie L. intermedia exibem intensa N-
glicosilacdo, com estruturas dos tipos alta-manose, complexas e fucosiladas. Em
menor grau também sdo O-glicosiladas predominando o acucar N-acetil-
galactosamina (VEIGA et al., 1999).

O veneno de Loxosceles intermedia possui maior quantidade de proteinas
de baixo peso molecular e peptideos, variando entre 5-40 kDa e em menor
proporcao proteinas de alto peso molecular, 60-850 kDa (VEIGA et al., 2000).
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O conteudo total do veneno ainda néo é totalmente esclarecido, mas sabe-
se que além da grande quantidade de proteinas, a mistura também é constituida
por &cidos nucléicos, amino&cidos livres, poliaminas neurotoxicas, monoaminas e
sais inorganicos (ESCOUBAS et al., 2000). Estudos mostram que a toxicidade do
veneno € dependente do efeito combinado ou sinérgico de seus constituintes
(GEREN et al., 1976; da SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005).

Diversas toxinas do veneno loxoscélico com acdo enzimatica j4 foram
encontradas e caracterizadas bioquimicamente: fosfolipases-D (CHAIM et al.,
2006; da SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2007; APPEL et al., 2008),
metaloproteases e serinoproteases (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2000a; da
SILVEIRA et al., 2007b) e hialuronidases (FUTRELL, 1992; YOUNG; PINCUS,
2001; BARBARO et al., 2005; da SILVEIRA et al., 2007a).

3.4 Fosfolipases-D

A acdo do veneno loxoscélico pode ser mais bem compreendida quando se
observa a acdo das fosfolipases-D, pois como anteriormente dito esta toxina
guando estudada isoladamente € capaz de reproduzir quase todos os efeitos
observados no loxoscelismo (de ANDRADE et al., 2005).

As fosfolipases do tipo D (PLDs) catalisam a hidrélise da ponte fosfodiéster
dos fosfolipidios, por exemplo, fosfatidilcolina, liberando a colina como subproduto.
Interessantemente todas as PLDs recombinantes de venenos encontradas

pertencem as aranhas do género Loxosceles (Fig. 3).
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PLB

Figura 3 - FOSFOLIPASES. Local de clivagem da ponte éster pelas fosfolipases. As PLAL, PLA2, e
PLC catalisam a hidrolise da ponte éster da regido dos carbonos sn-1(1), sn-2 (2) e sn-3 (3)
respectivamente. A PLB cliva ambas as pontes ésteres sn-1 e sn-2. A PLD destacada em
vermelho hidrolisa a ponte fosfodiéster oposta da PLC. R1, R2 e R3 variados grupos radicais.

Essas enzimas possuem massa molecular média de 30 a 35 kDa,
apresentam um peptideo-sinal seguido de um propeptideo e exibem alto grau de
identidade de acordo com as sequéncias amioacidicas, estando entre 55% e 99%
da conservacgéao dos residuos no sitio catalitico. Baseado nos estudos filogenéticos
as fosfolipases-D foram distribuidas em seis grupos distintos dentro de uma
mesma familia que foi denominada Loxtox (CHAIM et al., 2006; KALAPOTHAKIS
et al., 2007).

As fosfolipases-D s&o também conhecidas como pertencentes da familia
das toxinas dermonecroticas (fator dermonecrético), decorrente da sua principal
caracteristica biolégica de isoladamente induzir dermonecrose quando aplicada
subcutaneamente em coelhos (APPEL et al., 2005).

Vérias isoformas de fosfolipases-D ja foram encontradas no veneno total da
L. gaucho pelo método de andlise protedmica, onde foi possivel encontrar 11
isoformas (MACHADO et al., 2005), assim como Gremski e seus colaboradores

(2010) fizeram a analise transcriptbmica do veneno total da L. intermedia e
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mostraram que 20,2% dos transcritos codificantes para as toxinas pertenciam a

fosfolipases-D (Fig. 4).

Seri ¢ TCTP
WIRS-PrOsenss 0.4% Venom allergen
0.5% 0.2%
Neurotoxin - Magi 3 Hyaluronidase
2.4% ‘ 0.1%
LiTx4 Serine protease inhibitor
LiTx1 3.8% 0.1%
6.2% LiTx3

LiTx2
11.4%

Astacin-like
metalloprotease
22.6%

Phospholipase-D
20.2%

Figura 4 - ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DA GLANDULA DE VENENO DA ARANHA
Loxosceles intermedia. As proporcdes relativas de cada grupo de toxinas sobre o total de
transcritos codificantes para toxinas, adaptado de GREMSKI et al. 2010. Em vermelho esta
destacado a proporcao de fosfolipase-D no veneno total.

Além de isoladamente serem capazes de induzir a dermonecrose, as
fosfolipases-D séo capazes de causar agregacao plaquetaria, hemolise, letalidade,
nefrotoxicidade e hipermeabilidade vascular (TAMBOURGI et al., 1998; da SILVA
et al., 2004; KALAPOTHAKIS et al., 2007; RATTMANN et al., 2008).

A principal importancia da atividade catalitica das fosfolipases-D se deve ao
metabolismo da esfingomielina e acredita-se que os metabdlitos gerados possam
modular uma variedade de eventos bioldgicos, que englobam desde a proliferacao
e diferenciacdo celular até fenémenos de apoptose (MARCHESINI, HANNUN,
2004; TANI, ITO, IGARASHI, 2007).

Dentre todos os trabalhos listados na tabela abaixo o que mais chamou a

atencao foi o de CATALAN e seus colaboradores (2011), por afirmar a clonagem e
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expressédo de uma isoforma de fosfolipase-D de Loxosceles laeta inativa. Neste
trabalho duas isoformas foram clonadas e expressadas e foram chamadas de
rLIPLD1 e rLIPLD2 sendo a segunda toxina teoricamente inativa, ndo fosse o fato
de que uma importante parte ja4 conhecida das fosfolipases-D estivesse
claramente omitida na sequéncia desta toxina recombinante.

Jé& foi reportado por MURAKAMI e colaboradores (2006) que o aminoacido
Histidina da posicdo 12 tem papel importante na atividade catalitica das
fosfolipases-D das aranhas do género Loxosceles. O aminoacido Histidina na
posicdo 47 participa no ataque nucléofilo atacando a ligacdo fosfodiéster do
substrato. A Histidina da posicéo 12 doa um atomo de hidrogénio para o substrato
intermediario penta-coordenado gerado, formando a colina. A Histidina 12 entdo
desprotonada retira um proton de uma molécula de agua, num segundo ataque
nucleofilo sobre este intermediario da reacdo, formando e liberando a entdo
ceramida-1-fosfato como subproduto da reacéo.

Numa rapida olhada nas sequéncias depositadas por CATALAN e
colaboradores (2011) sob os numeros de acesso no GenBank GU121905 e
GU121906, ou mesmo no proprio trabalho publicado, € possivel notar que a
segunda isoforma (rLIPLD2) ndo possui o aminoacido Histidina da posicdo 12,
nem os aminoacidos precursores. Ficando assim claro o motivo pelo qual esta
isoforma ndo possui atividade catalitica hidrolitica como as outras isoformas de
fosfolipases das aranhas do género Loxosceles.

Em KUSMA e colaboradores (2008) é reportada no trabalho a producao de
uma forma recombinante da isoforma LiRecDT1 da aranha Loxosceles intermedia
com uma mutacao sitio-dirigido na Histidina da posi¢cdo numero 12, substituindo
pelo aminoacido Alanina. A entdo proteina recombinante mutada LiRecDT1 H12A
mostrou em ensaios realizados possuir sua atividade catalitica praticamente
anulada, corroborando com a hipétese sugerida por MURAKAMI e colaboradores
(2006) sobre a importancia deste aminoacido na atividade destas toxinas
dermonecraéticas.

Em todos os trabalhos listados na tabela abaixo (tab. 2) houve a producao

da toxina recombinante na sua forma sollvel. O uso da bactéria E. coli foi unanime



30

e a cepa BL21(DES3) e BL21(DE3)pLysS foram as mais utilizadas, com apenas um
trabalho relatando o uso da cepa E. coli BL21trxB-DE3, outro a cepa E. coli
SHuffle Express T7 LysY (VUITIKA, 2012) e o trabalho de KALAPOTHAKIS e
colaboradores (2002) a cepa E. coli XLORL.
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Autor Espécie Nome ell\(/la?rt())lflcl)drggga Vetor Cepa de expresséao Protocolo expresséo e purificagéo
37 °C, Dggo de 0.5, 0.5 mM de IPTG por
L | BK 8h-12h. Coluna Sephacryl S-200, ELISA
Kalapothakis et al., 2002 -OX0SCce'es recLiD1 37 kDa pBh- E. coli XLORL e purificagdo usando coluna de afinidade
intermedia CMV RARS .
anti-L. intermedia Sepharose-lgGs
F(ab"2.
37 °C, Dggo de 0.5, 0.5 mM de IPTG por
Loxosceles ' DBK- . 8h-12h. Coluna Sephacryl S-200,_E_LISA
Araujo et al., 2003 intermedia Li-rec 35 kDa CMV E. coli BL21 (DES3) e purificagdo usando coluna de afinidade
anti-L. intermedia Sepharose-lgGs
F(ab"2.
Fernandes-Pedrosa et al.,
2002 Dggo de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h a
Zela et al., 2004 . 37°C. Purifica¢@o usando coluna de
van Meeteren et al., 2004 Loxosceles laeta SMase | 33 kDa PAE E. coli BL21 (DE3) afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose
Murakami et al., 2005 Fast Flow.
Murakami et al.,2006
Tambourgi et al., 2004 Loxosceles Dggo de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h a
Paixado-Cavalcante et al., intermedia e P1, P2e 37kDa, 36kDa| pRSET- E. coli BL21 (DE3) 37°C. Purifica¢@o usando coluna de
2007 Loxosceles laeta SMase | e 33 kDa B e pAE ' afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose
de Almeida et al., 2008 Fast Flow.
. SMaseD e E coli 1.0 mM ge IRTG. Purificagdo com coluna
Lee e Linch 2005 Loxosceles reclusa mutantes 42kDa pET30 BL21(DE3)pLysS de ligacdo Niguel Sepharose e S-protein
agarose.
Deoo de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h &
Loxosceles pRSET- . 37°C. Purificagdo usando coluna de
de Andrade et al., 2006 intermedia PleP2 37kDa, 36kDa B E. coli BL21 (DE3) afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose
Fast Flow.
Chaim et al., 2006 N
de Oliveira Christoff et Loxosceles LiRecDT1 34kDa ET-14b E. coll 3eC. Puritoacd usando coluna de Ni-
al.,2008 intermedia P BL21(DE3)pLysS ' &

de Giuseppe et al., 2011

NTA agarose.
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Autor Espécie Nome e:\g?rglflgigﬂia Vetor Cepa de expresséo Protocolo expresséo e purificacdo
. . Dsso de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h
L Loxosceles LiRecDT2 e |33.8kDae 34 E. coli L o%0 Lo .
da Silveira et al., 2006 intermedia LiRecDT3 KkDa pET-14b BL21(DE3)pLysS a 30°C. Purificag@o usando coluna de Ni-
NTA agarose.
Deoo de 0.5, 0.5 mM de IPTG por 4h a 37
Felicori et al., 2006 Loxosceles . . °C. Purificagdo em cromatografia de fase-
Dias-Lopes et al., 2010 intermedia recLiD1 32.7kDa pET1la E. coli BL21 (DES3) reversa (HPLC) usando coluna C8
Vydac.
Loxosceles boneti, LbIN, Lb1C, QE30 e 100 uM IPTG por 16h a 20°C. Purifica¢éo
Olvera et al., 2006 Loxosceles reclusa e | LrIN, LIIN e 30-32kpa | P QE60 E. coli BL21trxB-DE3 usando coluna de afinidade Ni-NTA-
Loxosceles laeta LI2C P Sepharose.
. . Dsso de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h
- Loxosceles LiRecDT4 e 34kDa e E. coli %0 L .
da Silveira et al., 2007 . . : pET-14b a 30°C. Purifica¢@o usando coluna de Ni-
intermedia LiRecDT5 37kDa BL21(DE3)pLysS NTA agarose.
LiRecDT1, . Dsso de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h
Ribeiro et al., 2007 Ii‘r(])t)é?rsncee(;ie; LiRecDT2 e k:’;;zzfisa pET-14b BL21(%EC§)“ LvsS a 30°C. Purificacdo usando coluna de Ni-
LiRecDT3 PLY NTA agarose.
. Dsso de 0.5, 0.025 mM de IPTG por 3.5h
Appel et al., 2008 Ii_r?t)((e?ran:(;(iaas LiRecDT6 33 kDa pET-14b BL21(ED.IEC3?)“ LvsS a 30°C. Purificacdo usando coluna de Ni-
PLY NTA agarose.
Kusma et al., 2008
Chaves-Moreira et al., 2009 Loxosceles LiRecDT1 e E coli Dsso de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h a
Paludo et al., 2009 intermedia LiRecDT1 34kDa pET-14b BL21(DE3) LvsS 30°C. Purificagcdo usando coluna de Ni-
Ullah et al., 2011 H12A Ly NTA agarose.
Chaim et al., 2011b
DAE e Deoo de 0.6, 1.0 mM de IPTG por 2h a
. Smase |l e 33kDae . 37°C. Purificagéo usando coluna de
de Santi Ferrara et al., 2009 Loxosceles laeta SMase | 35kDa pRSBET- E. coli BL21 (DE3) afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose

Fast Flow.
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- Mobilidade ~ N - ~
Autor Espécie Nome eletroforética Vetor Cepa de expresséo Protocolo expresséo e purificacdo
Dggo de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 7h a
. rLIPLD1 e 48kDa e pET- . 25°C. Purificacdo usando coluna de
Catalan et al., 2011 Loxosceles laeta rLIPLD2 44kDa SUMO E. coli BL21 (DE3) afinidade Ni(2+)-Chelating Sepharose
Fast Flow.
LiRecDT1,
LiRecDT?2, 34kDa,
Loxosceles t:gggggf 33321?<|(D%a, E. coli Dsso de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h &
Chaves-Moreira et al., 2011 intermedia LiRecDT5. 34kDa. pET-14b BL21(DE3)pLysS 30°C. Purlflc?\lg_?: ;sgpodsoecoluna de Ni-
LiRecDT6 e | 37kDa, 33kDa garose.
LiRecDT1 e 34kDa
H12A
Dsso de 0.5, 0.05 mM de IPTG por 3.5h a
30°C. Purificagdo usando coluna de Ni-
Loxosceles LiRecDT1, 34kDa. 34kDa pET-14b E. coli NTA agarose.
Gomes et al., 2011 intermedia e LiRecDT1 032 ’7kDa e BL21(DE3)pLysS e E. | Dggo de 0.5, 0.5 mM de IPTG por 4h a 37
Loxosceles laeta H12A e LiD1r ' pET1la coli BL21 (DE3) °C. Purificagdo em cromatografia de fase-
reversa (HPLC) usando coluna C8
Vydac.
. Deoo de 0.4 -0,6, 0.05 mM de IPTG por
Vuitika 2012* I__oxoscek_as LiRecDT7 34.4kDa pET-14b E. coli SHuffle T7 4h & 30°C. Purificagdo usando coluna de
intermedia Express LysY

Ni-NTA agarose.

Tabela 2 - FOSFOLIPASES-D RECOMBINANTES encontradas na literatura disponivel no site do Pubmed. *Dissertacdo de mestrado, trabalho ndo
publicado.
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3.5 Fosfolipases-D recombinantes

Uma das principais dificuldades no estudo dos componentes do veneno da
aranha marrom € o baixo rendimento nas extracdes, uma vez que a quantidade
obtida (em conteldo protéico) por aranha é bastante variavel e frequentemente
abaixo de 50ug. Isto implica na coleta de veneno de centenas de aranhas para a
obtencdo de alguns miligramas de veneno total. Em Ultima andlise isto representa
um grande obstaculo, pois o0s processos de purificacdo (especialmente de
proteinas) sdo baseados em multiplas etapas e implicam em baixo rendimento
final. Dessa maneira, a clonagem e a expressao de toxinas recombinantes vém se
firmando como alternativas bastante acertadas na solugdo deste problema, nao
apenas no estudo do veneno loxoscélico, mas também com outros venenos
animais (SENFF-RIBEIRO et al., 2008; CHAIM et al., 2011a).

Nos ultimos anos, o grupo construiu uma biblioteca de cDNA a partir das
glandulas produtoras de veneno de L. intermedia. Inicialmente, o rastreamento
desta biblioteca de cDNA foi feito por sequenciamento aleatério dos clones
obtidos. O resultado da varredura desta biblioteca foi o isolamento de cDNAs
codificantes para 6 diferentes isoformas de toxinas dermonecroticas
(bioguimicamente caracterizadas como fosfolipases-D) (CHAIM et al., 2006; da
SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2007; APPEL et al., 2008; VUITIKA,
2012), 3 isoformas de metaloproteases (da SILVEIRA et al., 2007b; TREVISAN et
al., 2010) e outros cDNAs codificantes para produtos semelhantes a peptideos
neurotéxicos, fator liberador de histamina e proteina alergénica (GREMSKI et al.,
2010).

Todos os 7 cDNAs das toxinas dermonecréticas foram subclonados em vetor
de expresséo pET-14b e as proteinas recombinantes sollveis foram expressas em
bactéria. Uma vez disponiveis, na sua forma ativa e em grande quantidade, as
toxinas foram alvo de diversos estudos, que, por sua vez, geraram trabalhos com
resultados bastante promissores (CHAIM et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2006;
da SILVEIRA et al., 2007; APPEL et al., 2008; VUITIKA, 2012).
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Além disso, dados fundamentais foram coletados sobre a estrutura molecular
desta classe de compostos, principalmente quanto ao sitio catalitico (de
GIUSEPPE et al., 2011), resultados estes que puderam ser relacionados com as
atividades enziméticas particulares de cada isoforma (CHAIM et al., 2006; da
SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al.,, 2007; APPEL et al., 2008; VUITIKA,
2012).

Estudos realizados com as trés primeiras isoformas das toxinas
dermonecrodticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 sob os
nameros de acesso DQ218155, DQ266399 e DQ267927 respectivamente,
mostraram diferenga nos niveis de atividade dermonecrética geradas. Estes
ensaios mostraram que existe uma homologia entre as isoformas LiRecDT1 e
LiRecDT2 pois os resultados obtidos foram préoximos, diferente da isoforma
LiRecDT3 que mostrou atividade fosfolipasica significativamente menor com
relacdo as duas primeiras. Contudo todas as trés foram capazes de gerar as
mesmas reacles, porém em proporcbes diferentes. Foi sugerido que a
semelhanca dos resultados obtidos nos ensaios entre LiRecDT1 e LiRecDT2 tem
relacdo com a homologia entre a estrutura secundaria aminoacidica de cada, o
que jA ndo € valido para a LiRecDT3 que apresenta diversas substituicdes
importantes nos aminoacidos vizinhos ao do sitio catalitico (da SILVEIRA et al.,
2006).

Também foi possivel mostrar que mesmo existindo sitios cataliticos comuns
e alta similaridade aminoacidica, cada uma das trés isoformas gerou resultados
diferentes de citotoxicidade in vitro, letalidade em camundongos e efeitos
edematogénicos e além das diferencas nas estruturas secundarias, também
apresentaram diferentes epitopos, reforcando o importante papel da estrutura
funcional na atividade fosfolipasica das fosfolipases-D (RIBEIRO et al., 2007).

Outro estudo realizado produziu uma isoforma mutada da LiRecDT1
chamada LiRecDT1 H12A com o intuito de extinguir sua atividade fosfolipasica e
embora isso nédo foi possivel, houve um consideravel decréscimo da sua atividade
no ensaios realizados, com resultados mostrando atividade catalitica residual em
comparacao com a LiRecDT1 (KUSMA et al., 2008; CHAIM et al., 2011).
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Recentemente foi divulgada a estrutura da cristalografia da toxina LiRecDT1
(de GIUSEPPE et al., 2011). Neste trabalho foi possivel observar que a LiRecDT1
possui duas pontes dissulfeto, tendo como diferencial o fato de ter uma ponte
adicional em relacdo a fosfolipase-D da Loxosceles laeta (SMase 1), que possui
apenas uma ponte dissulfeto presente no seu loop catalitico (Fig. 5). Essa ponte
dissulfeto adicional faz a ligacéo do loop catalitico com o loop flexivel e acredita-se
que essa ligacdo modifica a fenda catalitica das fosfolipases-D diminuindo-a de
modo que a interacdo proteina-substrato é diferenciada em comparacdo com as
gue ndo possuem essa ponte dissulfeto adicional.

Com base nessa caracteristica, as fosfolipases-D das aranhas do genéro
Loxosceles foram dividades em duas classes, onde as de classe | que € o caso da
SMase | sdo as que possuem apenas uma ponte dissulfeto localizada no loop
catalitico e as de classe Il sdo que possuem 2 pontes dissulfeto onde a ponte
adicional faz a ligacdo dos loops catalitico e flexivel, como é o caso da LiRecDT1
e das demais isoformas de fosfolipases-D de Loxosceles intermedia que ja forma
clonadas. Ainda dentro desta classificacdo as fosfolipases-D pertencentes a
classe Il sdo subdividades em classe Il A e classe Il B dependendo da capacidade

de hidrolizar esfingomielina ou néo respectivamente (MURAKAMI et al, 2006).
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Figura 5 - ALINHAMENTO ESTRUTURAL ENTRE LIRECDT1 E SMase |. Os residuos envolvidos
na ligacdo do ion-metal e catalise mostrado na figura, pertencem a LiRecDT1l e estdo
representados por atomos coloridos (cédigo PDB: 3RLH). O ion Mg2+ esta representado pela
esfera verde no centro da figura e esta rodeado pelos atomos envolvidos na catalise. Os trés loops,
catalitico, flexivel e varidvel estdo representados pelas cores azul, vermelho e verde
respectivamente. As pontes dissulfeto estdo representadas pelos bast6es laranja. (Adaptado de de
GIUSEPPE et al., 2011)

Fazendo o alinhamento aminoacidico das toxinas que serdo utilizadas neste
trabalho podemos observar que as quatro cisteinas (C51, C53, C57 e C201) que
formam as duas pontes dissulfeto estdo conservadas em todas as estruturas e
analisando a mesma figura é possivel notar que todos os aminoacidos envolvidos

na atividade catalitica estao conservados (Fig. 6).
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Figura 6 - ANALISE DO ALINHAMENTO MULTIPLO DAS SEQUENCIAS DOS AMINOACIDOS
DAS TOXINAS RECOMBINANTES LiRecDT1, LiRecDT2 E LiRecDT3. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa CLUSTAL W (www.ebi.ac.uk/CLUSTAL). Identidades
aminoacidicas estdo sombreadas de preto e substituicdes conservadoras estdo sombreadas em
cinza. Pontas de seta apontam para diferentes aminoacidos na LiRecDT3 em compara¢ao com 0s
aminoacidos conservados na LiRecDT1 e LiRecDT2, setas apontam para os residuos de
aminoacidos envolvidos na atividade catalitica e as setas vermelhas apontam para os residuos de
cisteinas que formam as pontes dissulfeto.(Adaptado de da SILVEIRA et al., 2006)

Estudos comparativos entre as fosfolipases-D demonstraram que estas
toxinas possuem atividades fosfolipasicas e biolégicas com diferentes niveis (da
SILVEIRA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007; CHAVES-MOREIRA et al., 2011). Os
diferentes niveis de atividade fosfolipasica para as quatro fosfolipases-D que seréo

usadas neste trabalho podem ser observados na figura 7.
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Figura 7 - COMPARACAO DA ATIVIDADE FOSFOLIPASICA ENTRE AS TOXINAS LiRecDT1,
LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A (DT1, DT2, DT3 e H12A respectivamente). A atividade das
fosfolipases-D recombinantes purificadas foi avaliada usando o método fluorimétrico com o kit de
ensaio Amplex Red a 37°C durante 30 minutos. O controle era uma reacdo na auséncia de
qualquer toxina. O produto da reacdo foi determinado a 540 nm (absor¢do) com deteccdo de
emissdo a 570 nm. Foram utilizadas nas rea¢des 10 mg de cada toxina em triplicata. (Adaptado de
CHAVES-MOREIRA et al., 2011)

Ainda na figura 7 podemos observar que a isoforma LiRecDT3 possui uma
atividade muito reduzida em comparacdo com as isoformas LiRecDT1 e
LiRecDT2, chegando a ser quase que residual como no caso da isoforma mutada
LiRecDT1H12A.

CHAIM e seus colaboradores (2011b) propuseram possiveis e promissoras
aplicacbes biotecnolégicas para as fosfolipases-D presentes no veneno da
Loxosceles intermedia, j4 clonadas, expressadas e caracterizadas pelo grupo.
Essas sugestfes sao favorecidas devido ao grande acumulo de conhecimento das
propriedades estruturais, bioguimicas e biolégicas das fosfolipases-D, podendo
ser empregadas em estudos de desenvolvimento de novas drogas, biofarmacos,
testes diagnosticos e outras aplicagces industriais.

A producéo de isoformas mais ativas seria de grande valia para o uso em
alguns dos estudos propostos por CHAIM e colaboradores (2011b), para tanto,
mais estudos estruturais das fosfolipases-D precisam ser conduzidos para que
possamos saber com propriedade o papel que cada residuo desencadeia na

estrutura da toxina e para que assim possamos através de modificacdes
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planejadas, produzir novas formas recombinantes com aplicacdes biotecnoldgicas
em diversos segmentos, seja nas ja previamente propostas ou em novas

possibilidades que surgirem no decorrer dos estudos.

3.6 Sistema de expressao bacteriano

7z

O sistema bacteriano € o0 mais usado para expressdo de proteinas
heteroldgas, isso devido as suas inUmeras vantagens como, rapido crescimento,
baixo custo, facilidade de manutencédo da cultura, resisténcia a varias condi¢cdes
ambientais entre outros e, além disso, possui genética bem caracterizada. Mas a
vantagem mais citada sobre o uso do sistema bacteriano € a grande quantidade
de proteina recombinante que se pode obter quando este sistema funciona
corretamente, podendo chegar a mais de 80% da massa seca da bactéria
(DEMAIN, VAISHNAV, 2009; PACHECO et al, 2011). Portanto, como
pretendemos utilizar as proteinas purificadas para diversos experimentos de
cunho bioquimico e biologico, € de suma importancia que obtenhamos uma
guantidade relativamente grande de proteina purificada a partir de cada litro de
cultura produzido.

Optamos por trabalhar com a Escherichia coli por ser a bactéria mais usada
para expressdo de proteinas recombinantes atualmente (DEMAIN, VAISHNAV,
2009; PACHECO et al., 2011; VINCENTELLI et al., 2011), onde aproximadamente
60% de todas as proteinas recombinantes citadas na literatura provem desta cepa,
a qual foi a primeira a ser usada a quase 40 anos atrds na expressao das
primeiras proteinas recombinantes. Além disso, a existéncia de varios vetores de
clonagem e de cepas mutantes disponiveis no mercado para uso cientifico é uma
das outras vantagens desse sistema, gracas a sua genética bem caracterizada
(CORREA, OPPEZZO, 2011).

Mas 0 uso de bactérias para expressao de proteinas recombinantes também
possui suas desvantagens.

A limitada capacidade na modificagdo pos-traducional das proteinas no
sistema procarioto (SAHDEYV et al., 2008; ALBERTS, 2008; BRONDYK, 2009) é
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uma das barreiras enfrentadas quando se trata de expressar proteinas
recombinantes, especialmente as eucaridticas, que podem formar corpos de
inclusdo e levando até a perda da funcgéo.

Porém essa é uma realidade que vem mudando, pois muito continuou sendo
feito para solucionar esse aspecto existente nas cepas bacterianas usadas para
expressdo de proteinas recombinantes que necessitam de modificacdes pos-
traducionais. E esse é 0 ponto que buscamos avaliar neste trabalho.

Dentre as cepas de E. coli disponiveis no mercado, deve-se levar em
consideracdo determinadas caracteristicas da proteina heterdloga de interesse,
para a escolha da mais adequada para expressao.

Quando se trata da presenca de pontes dissulfeto na estrutura da proteina
de interesse que é o caso das fosfolipases-D da Loxosceles intermedia, conforme
ja foi mostrado por de GIUSEPPE e colaboradores 2011, podemos encontrar no
mercado algumas cepas com modificacbes essenciais para formacdo dessas
pontes no citoplasma bacteriano durante a expressao.

A cepa Origami (Novagen) apresenta mutacdes em dois genes (trxB) e (gor),
cuja auséncia destes proporciona um ambiente citoplasméatico menos redutor e
consequentemente mais favoravel a formagdo de pontes dissulfeto. Esta cepa é
compativel com plasmidios que conferem resisténcia ao antibiético ampicilina e
ainda existe a possibilidade de se melhorar o dobramento das proteinas no
citoplasma, usando vetores que contém uma cauda de fuséo de tiorredoxina.

Outra cepas produzidas pela mesma empresa, AD494 e BL21trxB possuem
caracteristicas semelhantes, com a diferenca que apresentam mutacdo somente
no gene da tiorredoxina redutase (trxB) e adicional deficiéncia em proteases no
caso da BL21trxB.

Quando o mMRNA da proteina de interesse possui cédons raramente usados
pela E. coli, existem no mercado cepas como a Rosetta (Novagen), que sao
derivadas da BL21 e possuem tRNAs para os codons raros AUA, AGG, AGA,
CUA, CCC e GGA, assim como a BL21 CodonPlus (Stratagene) também possui
genes que codificam para tRNAs que reconhecem o0s codons raros AGA,
AGG, AUA e CUA.
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N&do s6 a BL21 trxB, mas outras cepas também possuem acUmulo de
caracteristicas, como no caso da Rosetta-gami (Novagen) que é derivada da
Origami e portanto apresenta mutacdes nos dois genes (trxB) e (gor), favorecendo
a formacéo de pontes dissulfeto no citoplasma, com a caracteristica adicional de
gue também possui genes que codificam para tRNAs que reconhecem os codons
raros como na cepa Rosetta.

Quando se deseja aumentar a expressao da proteina heteréloga de interesse
€ possivel testar o uso da cepa E. coli BL21 Star (Invitrogen) que tem como
diferencial a mutagdo no gene rnel31l, codificando a enzima RNase E truncada,
portanto o mMRNA ndo é degradado e tem um aumento na sua estabilidade,
levando ao aumento na expressao da proteina.

As proteinas heter6logas podem em certos casos serem toxicas para
algumas cepas de E. coli, diminuindo a eficiéncia na expresséo, o que felizmente
nao foi demonstrado no caso das fosfolipases-D. A cepa de E. coli C43 (Lucigen)
possui uma mutacdo que previne a morte celular durante a expressao de muitas
proteinas recombinantes téxicas para a bactéria, sendo uma boa alternativa de
uso para proteinas que apresentam esta caracteristica.

A atividade de algumas proteinas pode ser afetada pela auséncia ou
incorreta formacdo de pontes dissulfeto na sua estrutura tridimensional, o que
acarreta perda ou mau funcionamento da proteina e/ou agregacdo, tudo isso
causado pelo dobramento incorreto da proteina (ZHANG et al., 2011). Em cepas
de E. coli essa modificacdo poOs-traducional esta presente no periplasma que
possui 0 sistema Dsb (Isomerase) e que € um ambiente menos redutor, enquanto
que o citoplasma é um ambiente redutor, o que dificulta na formac&o correta
destas pontes dissulfeto (ZHANG et al., 2011; BRONDYK, 2009). A cepa E. coli
SHuffle T7 Express lysY da empresa New England Biolabs (U.K, Hitchin) traz
como diferencial a expressao da proteina DsbC no citoplasma, que propde atuar
como uma isomerase na formacao correta das pontes dissulfeto da proteina e ao
mesmo tempo como uma chaperona, auxiliando no dobramento correto tanto de
proteinas com ou sem pontes dissulfeto na estrutura. Além disso, essa cepa

possui a delecado dos genes para as proteinas redutoras glutarredoxina redutase e
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tiorredoxina redutase, o que favorece ainda mais na formacéo de pontes dissulfeto
no citoplasma (LOBSTEIN et al., 2012).

4. JUSTIFICATIVA

Um melhor entendimento do mecanismo molecular dessas toxinas bem como
sua aplicacdo depende da caracterizacdo bioguimica destas, da determinacdo da
estrutura/conformacao, da elucidacdo das atividades bioldgicas e finalmente do
seu modo de acdo em diferentes modelos celulares e ainda seus receptores
celulares (SENFF-RIBEIRO et al., 2008).

O uso de técnicas de biologia molecular se torna essencial para estes
estudos visto que a quantidade proteica obtida nas extracdes do veneno das
aranhas do género Loxosceles tem rendimento muito baixo, sendo assim
insuficientes para utilizacdo nos mais variados ensaios biolégicos.

As técnicas de expressao e purificacdo de proteinas especificas representam
uma formidavel ferramenta para obtencdo destas moléculas em grandes
quantidades, suficientes para o uso em estudos de carater funcional.

Face as informacdes discutidas torna-se fundamental o estudo da expressao
das toxinas ja isoladas do veneno de L. intermedia em cepas diferenciadas que
possam gerar modificacbes nas estruturas das toxinas bem como nas suas
atividades.

Estudos comparativos podem revelar importantes aspectos dessas toxinas e
possibilitar o melhor entendimento da sua atividade catalitica e bioldgica, e por fim

prospectar novas aplicagcdes biotecnoldgicas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Para extracdo do veneno, foram utilizadas aranhas adultas da espécie
Loxosceles intermedia coletadas em Curitiba e Regido Metropolitana (Parand). As
aranhas foram mantidas em condi¢cdes apropriadas no Laboratério de Matriz
Extracelular e Biotecnologia de Venenos da Universidade Federal do Parana. A
utilizacdo de animais para finalidade cientifica foi aprovada pelo Sistema de
Autorizacdo em Informac@o da Biodiviersidade (SISBIO), sendo o numero do
documento da autorizagao: 29801-1. O certificado de liberagdo para realizagéo
dos experimentos utilizando animais foi emitido pela Comisséo de Etica no uso de
animais (CEUA) do setor de Ciéncia Biol6gicas da Universidade Federal do

Parana sob o numero de protoloco 618.

5.2 Anticorpos

Os soros hiperimunes utilizados nos ensaios de ELISA e de imunodetecc¢éo
foram produzidos anteriormente pelo nosso Laboratério (Laboratério de Matriz
Extracelular e Biotecnologia de Venenos da UFPR).

Brevemente, para o protocolo de imunizacdo foram utilizados coelhos adultos
neo-zelandeses, que ficaram sob os cuidados do biotério do Setor de Ciéncias
Biolégicas da UFPR, com &gua e comida ad libitum. As etapas de imunizacao
foram descritas por Meissner (2009). O soro hiperimune anti-LiRecDT1 utilizado
neste trabalho foi produzido e armazenado seguindo protocolos estabelecidos e
descritos em trabalhos anteriores (CHAIM et al., 2006, TREVISAN-SILVA et al.,
2010, SADE et al., 2012).
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5.3 Extracdo de veneno loxoscélico por eletrochoque

O veneno das aranhas Loxosceles intermedia foi obtido de aranhas adultas
selvagens, submetidas a eletrochoque de 15 volts na regido do cefalotérax. Apés
a coleta, o veneno foi diluido em PBS em uma concentracdo de 2 mg/mL e

congelado a -20°C como descrito por FEITOSA e colaboradores (1998).

5.4 Subclonagem dos cDNAs e producao da LiRecDT1 H12A a partir de uma
biblioteca de cDNA da glandula produtora de veneno de Loxosceles
intermedia

As toxinas utilizadas nesse trabalho foram obtidas a partir de uma biblioteca
de cDNA da glandula produtora de veneno como descrito em CHAIM e
colaboradores (2006); DA SILVEIRA e colaboradores (2006 e 2007) e APPEL e
colaboradores (2008). A sequéncia dos cDNAs clonados estdo depositadas no
GenBank sob os niumeros DQ218155 para LiRecDT1, DQ266399 para LiRecDT2
e DQ267927 para LiRecDT3.

A toxina mutada foi obtida pelo método de PCR Megaprimer adaptado de
SAMBROOK e RUSSELL (2001) por KUSMA e colaboradores (2008).
Basicamente o procedimento foi realizado em trés etapas de PCR, com o intuito
de introduzir uma mutacdao sitio dirigida na sequéncia original da toxina LiRecDT1;
a toxina mutada resultante foi nomeada LiRecDT1 H12A. A primeira etapa de PCR
incluiu a mutacéo do primeiro residuo de histidina para alanina na posi¢cao 12 da
sequéncia nucleotidica utilizando o primer forward T7, o qual se anela a porgéo 5’
do vetor pSPORT, e o primer reverse especialmente desenhado P1H12A.

Em resumo, os cDNAs codificantes para as proteinas maduras foram
amplificados por PCR utilizando primers desenhados para conter sitios de
restricdo na extremidade 5 para Xho | forward e BamH | reverse. O produto de
PCR foi, entdo, digerido com tais enzimas e subclonado em pET-14b digerido com
as mesmas enzimas, resultando na construcdo de uma proteina de fusdo com

uma cauda “6x His-Tag” na regiao N-terminal.
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5.5 Transformagdo na cepa de subclonagem DH5a eletricamente
competente

Cepas de E. coli DH5a foram transformadas pelo método de eletroporacéo
com as construcdes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3, LiRecDT1H12A todas em
vetor de expressdo pET-14b. Quatro aliquotas da bactéria DH5a eletrocompetente
foram retiradas do refrigerador -80°C, descongeladas e o conteudo de cada
aliquota foi adicionado em tubos contendo 1,5 pL dos plasmidios de cada
construcdo. Para a reacdo eletroporou-se sob as condicbes de 1.8kV, 25MF,
200% no eletroporador Gene PulserX-Cell® BioRad (Hercules-EUA). As bactérias
foram ressuspendidas em 1 mL de meio SOC (triptona 20 g/L; extrato de levedura
5 g/L; NaCl 0,5 g/L; KCI 2,5 mM; MgCI2 10 mM, MgSO4 10 mM, glicose 0,2 M) a
37°C por 1 hora sobre agitacdo de 200rpm, para adquirirem resisténcia ao
antibiético especifico. Os clones transformados foram selecionados em meio LB-
agar (luria-bertani-agar) contendo o antibiético ampicilina (100 ug/ml), pois o vetor
de expressdo pET-14b confere resisténcia a este antibidtico. Sendo assim
somente as colbnias contendo os plasmideos conseguiram crescer (VUITIKA,
2012).

Todas as construcbes estavam em PpET-14b como mencionado
anteriormente, esse vetor € um sistema plasmidial que fusiona uma cauda N-
terminal de 6 histidinas (6xHis-tag) a proteina recombinante de interesse, o que
permite a purificagdo em uma Unica etapa de cromatografia de afinidade por metal
niquel (Ni*?) (Novagen, Madison, USA).

5.6 PCR de colbdnia

Foram selecionados trés clones de cada placa e todos foram submetidos a
PCR de colbnia, para identificar as coldénias que incorporaram as constru¢des na
etapa de transformacao das cepas de subclonagem e de expresséo.

Cada clone escolhido foi picado com auxilio de palitos de madeira estéreis.
Parte do material foi esfregado no fundo de um tubo de 0,2 mL e outra parte foi

picada na placa que seria a Master plate, devidamente quadriculada e enumerada.
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Nos tubos foram adicionados o0s seguintes reagentes: Tampdo Taq DNA
polimerase (1X); dNTPs (0,2 mM); MgCI2 (1,5 mM); oligonucleotideo sense
universal T7 (0,2 uM); oligonucleotideo universal antisense T7 terminator (0,2 uM)
e Tag polimerase (1,25 U/50 ul), agua estéril e a amostra respectiva de cada tudo.
Esta mistura foi incubada em termociclador, para amplificacdo do inserto no
seguinte protocolo: 94°C/2 minutos (1 ciclo); 94°C/30 segundos (35 ciclos) —
temperatura média das TMs dos primers diminuidos de 55°C/30 segundos (35
ciclos) — 72°C/1 minuto (35 ciclos); 72°C/10 minutos (1 ciclo); 4°C/ infinito. O
produto do PCR de colbnia foi analisado em gel de agarose 1,5%. O resultado foi
visualizado com luz UV (ultravioleta) e registrado em aparelho de captura de
imagem Chemidoc® (VUITIKA et al., 2012).

5.7 Mini preparacéo plasmidial e precipitacao

A partir da placa mé&e contendo os clones positivos escolhidos foram
repicados com auxilio de pinca e palitos de madeira estéreis para um pré-indculo
em LB liquido com ampicilina (100 pg/ml) 1 pl/mL. Foram incubados por 16h a
37°C sob agitacdo vigorosa (em incubadora 430 RDB tipo agitador orbital Nova
Etica) em tubos de aeracdo de polipropileno. Cada cultura com crescimento
saturado foi centrifugada (3000xg por 3 minutos) a temperatura ambiente e se
obteve um sedimento bacteriano consistente. De cada um dos centrifugados
bacterianos foi feita a extracdo do plasmideo com auxilio de do protocolo do Kit e
de reagentes de Miniprep da Promega (WizardPlus SV Minipreps DNA Purification
Systems ®).

Realizou-se a precipitacdo das minipreps de cada plasmideo contendo as
respectivas construcdes (LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3, LiRecDT1H12A) para

aumentar a pureza das amostras.
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5.8 Reacdo e andlise de sequenciamento

Foi utilizado o protocolo de sequenciamento para o reagente Big Dye
(Applied Biosystems) com um volume total de reagéao de 20 yL. Destes, 2 yL era o
reagente Big Dye, 0,8 yL do primer, 3 pL do Tampéo e o restante eram a
somatoria do volume das amostras e agua estéril. Cada clone foi submetido a
duas reacfes de sequenciamento, uma utilizando o iniciador universal sense T7 e
outra o iniciador universal antisense T7 Terminator. Essas reacdes foram levadas
ao termociclador de placa a 96°C/ 1minuto (1 ciclo); 96°C/15 segundos - 50°C/15
segundos - 60°C/4 minutos (35 ciclos); 4°C/infinito.

Para a precipitacdo do produto a ser sequenciado, adicionou-se acetato de
sédio 1,5 M/EDTA 0,25 M (1/10 do volume inicial da reacdo) e em seguida
adicionou-se etanol absoluto (3 vezes o volume da reacdo), homogeneizou-se
bem e incubou-se em gelo por 10 minutos. Centrifugou-se por 20 minutos a 4 °C
com velocidade de 20.000 xg. O sobrenadante foi retirado, o sedimento lavado
com etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 4 °C com velocidade de 20.000
Xg. O sobrenadante foi descartado e secado em temperatura ambiente.
Finalmente, o produto foi ressuspendido em 10 pl formamida, incubado a 95°C em
banho-maria por 5 minutos e submetido ao sequenciamento (VUITIKA, 2012).

O sequenciamento foi realizado em sequenciador por eletroforese capilar
3500xL Genetic Analysers (Applied Biosystems® 3500) e os resultados analisados
em software ChromasPro version 1.5. O alinhamento das sequéncias foi realizado
através do software ClustalW <http://www.ebi.ac.uk/clustalw/> e as sequéncias
aminoacidicas foram analisadas usando a ferramenta ProtParam (disponivel no

site: <http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>).
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5.9 Transformacgéo das cepas de expressao E. coli BL21(DE3)pLysS e E.coli
SHuffle T7 Express lysY quimicamente competentes

As minipreps das construgbes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1H12A foram diluidas 1:10 para concentracdo final de 200 ng/ul,
quantidade necessaria para a transformacao e entdo 1 ul de cada foi transferido
para tubos de aeracdo. Quatro aliquotas de E. coli BL21(DE3)pLysS e E.coli
SHuffle T7 Express lysY foram retiradas do refrigerador -80°C e mantidas no gelo
para prosseguimento imediato das proximas etapas pelo método de transformacéao
quimica.

Cada aliquota foi adicionada dentro dos tubos de aeracdo contendo as
construcdes, onde as bactérias foram submetidas ao seguinte protocolo para a E.
coli BL21(DE3)pLysS: 30 minutos de incubagéao no gelo, 1 minuto e 30 segundos
em banho-maria a 42°C e 3 minutos de incubacdo no gelo. Ao final do protocolo
foi adicionado 950 pl de SOC para completar 1 mL de solugdo com os 50 pl de
cada aliquota das bactérias. O seguinte protocolo foi realizado para a E.coli
SHuffle T7 Express lysY: 30 minutos de incubacdo no gelo, 30 segundos em
banho-maria a 42°C e 3 minutos de incubacéo no gelo. Ao final do protocolo foi
adicionado 950 pl de SOC para completar 1 mL de solugdo com os 50 ul de cada
aliquota das bactérias.

Levou-se os tubos de aeracao para incubarem por 1 hora a 37°C (E. coli
BL21(DE3)pLysS) e 30°C (E.coli SHuffle T7 Express lysY) sob rotacdo de 200 rpm
para a recuperacao das bactérias. No final realizou-se o plaqueamento em meio
LB-agar (luria-bertani-agar) contendo os antibidéticos ampicilina (100 pg/mL ) e
cloranfenicol (34 pg/mL) para a cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e somente
ampicilina na mesma concentragcédo para a cepa E.coli SHuffle T7 Express lysY,
as placas foram incubadas na B.O.D a 37°C e 30°C respectivamente por 16 horas,
os volumes plagueados foram 100 pl e 900 ul. Os clones transformados foram
selecionados, pois o vetor de expressao pET-14b confere resisténcia ao antibiotico
ampicilina (VUITIKA, 2012).
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5.10 Teste de Miniexpresséao e expressao da LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3
e LiRecDT1 H12A

O teste de miniexpressao das construcdes foi conduzido com as cepas E.
coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY, baseando-se nas
adaptacdes do protocolo do SAMBROOK e RUSSEL (2001) realizadas por CHAIM
e colaboradores (2006), da SILVEIRA e colaboradores (2006) e KUSMA e
colaboradores 2008. Este teste piloto foi realizado com o intuito de avaliar a
viabilidade do uso da nova cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY para a expressao
das fosfolipases-D utilizando-se os mesmos parametros ja estabelecidos pelo
grupo, para a expressao na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS (CHAIM et al., 2006; da
SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2007; KUSMA et al., 2008; APPEL et
al., 2008).

Uma colbnia de cada construgéo foi inoculada em 3 mL de LB liquido com
seus respectivos antibidticos, ampicilina (100 ug/mL) 1 yL/mL para ambas cepas e
cloranfenicol (34 pg/mL) 1 yL/mL somente para E. coli BL21(DE3)pLysS. Cada
pré-indculo foi submetido a crescimento por 16°C a 220 rpm em temperaturas
diferentes, 37°C para a E. coli BL21(DE3)pLysS e a 30°C para a E. coli SHuffle T7
Express lysY. Estas culturas foram inoculadas na diluicdo 1:100 em meios de
cultura contendo 100 mL de LB liquido j4 acrescido com o0s respectivos
antibioticos. Cada cultura foi monitorada pelo método de determinacdo por
densidade optica. Quando a D.O. (550 nm) entre 0,4 e 0,5 foi alcancada, as
bactérias foram induzidas a expressédo das proteinas adicionando-se IPTG na
concentracédo final de 0,025 mM para ambas culturas das construgcbes de
LiRecDT2 e LiRecDT3 e 0,05 mM para ambas culturas das construcdes de
LiRecDT1 e LiRecDT1H12A, e foram coletadas amostras em diferentes tempos (0
hora, 1hora, 2 horas, 3 horas, 3,5 horas e 4 horas) de expresséo.

No final as culturas foram centrifugadas a 9.000 xg por 7 minutos a 4°C e
tiveram seus sobrenadantes descartados. Cada sedimento foi ressuspendido em
10 mL de tampéao de ligacdo (fosfato sodico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM,

imidazol 10 mM e lisozima 1 mg/mL). As suspensdes bacterianas foram
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congeladas a -20°C por 16 horas e submetidas a lise bacteriana pelo método da
Prensa de French que lisa as bactéria sobre pressdo mecanica.

As amostras e 0 sobrenadante do lisado foram analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida 12,5% em condi¢des redutoras (5% de -
mercaptoetanol).

Apés a padronizacdo das condi¢cdes de expressao, o proximo passo foi a
expressao em larga escala. Uma colonia isolada foi inoculada em 12 mL de meio
LB liquido contendo os antibidticos citados acima a 37°C para a E. coli
BL21(DE3)pLysS e a 30°C para a E. coli SHuffle T7 Express lysY durante 16
horas. Posteriormente, esta cultura foi inoculada em diluicdo 1:100 em 1L de meio
LB liquido acrescido dos respectivos antibioticos. O crescimento foi monitorado
pela determinacdo da densidade o6ptica (D.O) em 550 nm. Quando as culturas
atingiram a D.O. entre 0,4 - 0,5 a inducédo da expressao das toxinas foi realizada
pela adicdo de IPTG nas mesmas concentragfes utilizadas nos testes de
miniexpressao e as culturas foram incubadas por um periodo de 3 horas e meia a
30°C para ambas cepas, seguindo as mesmas condicfes utilizadas nos trabalhos
realizados anteriormente com estas mesmas toxinas (CHAIM et al.,, 2006; da
SILVEIRA et al., 2006; KUSMA et al., 2008).

Aliquotas de 1 mL foram coletadas antes e ao final da inducdo para analise
por eletroforese em gel poliacrilamida 12,5% em condigbes redutoras (5% de (-
mercaptoetanol).

Todas as culturas foram centrifugadas a 9000 xg por 7 minutos e
ressuspendidas em 40 mL de tampéao de ligacédo (fosfato sédico 50 mM pH 8.0,
NaCl 500 mM, imidazol 10 mM e lisozima 1 mg/mL). As suspensfes bacterianas
foram congeladas a -20°C por 16 horas e lisadas por lise mecéanica através da
Prensa de French. Uma aliquota de sobrenadante do lisado de cada expressao
também foi também analisada por gel de poliacrilamida 12,5% sob condi¢bes
redutoras e o restante submetido ao processo de purificagdo por cromatografia de

afinidade em resina Ni+2-NTA agarose.



52

O marcador utilizado na corrida dos géis foi o SIGMA 200-30 kDa, visto que
as fosfolipases possuem tamanho aproximado de 35kDa. Para observagédo das

proteinas, os géis foram corados com azul de Coomassie.

5.11 Purificacéo da LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A

A purificacdo de todas as proteinas expressas has cepas E. coli
BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY foi realizada por cromatografia
de afinidade em resina Ni**-NTA agarose. A suspenséo de células em tampéo de
ligacdo foi descongelada e lisada pelo método de lise mecéanica através da
“Prensa de French”. O lisado foi centrifugado a 9000 xg por 30 minutos a 4°C e o
sobrenadante incubado e deixado em agitacdo moderada por 1 hora a 4°C com
700 uL de resina Ni?*-NTA agarose para o lisado da LiRecDT1 e LiRecDT1H12A e
500 uL para LiRecDT2 e LiRecDT3 para cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e 500 uL
de resina Ni**-NTA agarose para o lisado da LiRecDT1 e LiRecDT1H12A e 300 uL
para LiRecDT2 e LiRecDT3 para cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY. Para a
purificacdo das proteinas produzidas na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS a
suspensao foi lavada em BATCH com o tampao de lavagem (fosfato sédico 50
mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM) e depois a suspenséo foi empacotada
em coluna plastica e lavada exaustivamente com o tampao de lavagem (fosfato
sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM), sendo a D.O. de 280 nm
monitorada durante todo o procedimento de purificagao.

Para a purificacdo das proteinas produzidas na cepa E. coli SHuffle T7
Express lysY a suspenséo foi lavada em BATCH com o tampado de lavagem
(fosfato sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM) e depois foi
empacotada em coluna plastica e lavada exaustivamente com o tampao de
lavagem (fosfato sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 30 mM), sendo a
D.O. de 280 nm monitorada durante todo o procedimento de purificagcdo. Ambas
proteinas foram eluidas utilizando-se tampéo de elui¢do (fosfato sédico 50 mM pH
8.0, NaCl 500 mM, imidazol 250 mM) quando a D.O. de 280 nm atingiu 0,010 de
absorbancia, ou quando as leituras mostravam-se constantes. As fracoes obtidas
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foram dialisadas contra tampdo PBS 1x. As toxinas recombinantes purificadas
foram analisadas em gel de poliacrilamida, dosadas pelo método de BRADFORD
(1976), aliquotadas e mantidas a -20°C até o momento do uso (CHAIM et al.,
2006; da SILVEIRA et al., 2006, 2007; RIBEIRO et al., 2007).

5.12 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida (12,5%) contendo
detergente anibnico Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) em condicbes
redutoras e nao-redutoras. Os géis foram preparados utilizando o aparato
comercial Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, Hercules, EUA). A solugdo de
poliacrilamida, contendo os catalisadores APS e TEMED, foi colocada entre placas
de vidro e isolada com uma camada de isobutanol. Apds a polimerizacdo, foi
removida a camada de agua e isobutanol acima do gel com auxilio de papel filtro.
A solucdo de empacotamento, contendo 5% de poliacrilamida e os catalisadores,
foi colocada acima do gel e nela foi posicionado o pente para formagao dos pocos.
Apos a polimerizacéo, o pente foi removido e 0s po¢os secos com auxilio de papel
filtro. A separacdo das proteinas foi obtida mediante aplicacdo de corrente de 25
mMA constante, até a separacao total das proteinas. Os géis foram corados em
solucdo contendo Azul de Coomassie Brilhante R-250 (Amresco, Ohio, EUA)
0,25%, metanol 50% e acido acético 10% em agua deionizada, durante 5 minutos
a temperatura ambiente sob agitacdo constante. A descoloracéo foi realizada com
metanol 50% em agua deionizada, com sucessivas trocas da solucédo de metanol
(HARLOW e LANE, 1988).

5.13 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Azul de Coomassie,
descrito por BRADFORD (1976), adaptado para leitura em leitor de placas de 96

pocos (Meridian ELX 800). O método baseia-se na diferenca de coloracdo em que
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o Azul de Coomassie pode se encontrar. Ao ligar-se a proteinas, o reativo passa
da coloracéo vermelha para azul, sendo sua absorbancia determinada em 595 nm.

A curva padrao foi construida com diferentes quantidades (0,25 pg — 2,00 ug)
de Soro Albumina Bovina (BSA) e as amostras foram diluidas para entrarem na
regido de linearidade da curva. O volume total de cada ponto da curva e das
amostras foi de 20 uL. O reativo para dosagem de proteinas Dye Reagent
Concentrate foi diluido adicionando uma parte do reativo em quatro partes de
agua. Foram adicionados 200 yL do reativo diluido em cada ponto da curva e nas
amostras, e apos 5 minutos de incubacao foi determinada a absorbancia em 595
nm. Os pontos da curva e as amostras foram lidos em duplicatas em leitor de
placas de 96 pocos (Meridian ELX 800).

5.14 Ensaio de atividade esfingomielinasica

A atividade fosfolipasica foi mensurada utilizando o kit Amplex Red
(Molecular Probes, Eugene, EUA). Neste ensaio, a atividade fosfolipasica é
monitorada usando 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazine (reagente Amplex Red), um
reagente fluorogénico sensivel para H,O,. Primeiramente, a fosfolipase-D hidrolisa
a esfingomielina a ceramida-1-fosfato e colina. A colina, por sua vez, € oxidada
pela enzima colina oxidase a betaina e H,O,. Finalmente, a H,O,, na presenca da
peroxidase reage com o Amplex Red estequiometricamente (1:1), gerando um
produto altamente fluorescente, o Resorufin (APPEL et al., 2008; CHAVES-
MOREIRA et al., 2011). Para mensurar a atividade fosfolipasica das toxinas
recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A de ambas
cepas (E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY), estas foram
incubadas com o Reagente Amplex Red, na concentracdo de 10 pg em
pentaplicata, a 37°C por 60 minutos. Foi utilizado como controle positivo a enzima
esfingomielinase do préprio Kit, e controle negativo apenas 0 Reagente Amplex
Red sem a toxina, ambos também em pentaplicata a 37°C por 60 minutos. A

florescéncia foi mensurada em um fluorimetro (Tecan Infinite M200, Mannedorf,
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Switzerland) usando comprimento de onda de excitacdo em 540 nm e emissdo em
570 nm.

5.15 Reacédo de imunoblotting - Western Blot

O ensaio de Western Blot foi realizado para identificar a presenca de
epitopos conformacionais conservados em ambas as proteinas recombinantes
produzidas, frente ao anticorpo do veneno total de aranha-marrom.

Primeiramente 1 ug de cada proteina produzida nas duas cepas bacterianas
foi submetido a eletroforese do tipo SDS-PAGE 12,5% em condi¢cdes nao
redutoras. ApoOs eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para
membranas de nitrocelulose (Whatman, Dassel, Alemanha) com aplicacdo de
voltagem constante (25 V) por 16 horas em tampdo de transferéncia. As
membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com PBS contendo 5% de caseina
por 1 hora a temperatura ambiente. Para deteccao das proteinas, as membranas
contendo 1 pg de cada proteina purificada LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1 H12A de ambas cepas (E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7
Express lysY) foram incubadas com soro pré-imune de coelhos e hiperimunes ao
veneno total (1:2000) por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram lavadas e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com
anticorpo secundario anti-lgG de coelho na diluicdo 1:8000, conjugado a fosfatase
alcalina. Para revelagao foi utilizado um substrato para enzima fosfatase alcalina,
o composto BCIP. Apds a remocao do grupamento fosfato pela enzima, o BCIP
forma um dimero insolivel na reagdo com composto NBT (Promega, Madison,
EUA) (HARLOW; LANE, 1988).
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5.16 Ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA foi realizado sensibilizando-se uma placa de 96 pocos do
tipo MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) e foi adaptado de HARLOW E LANE
(1988) .

Primeiramente foram adicionados antigenos a placa de ELISA, os pocos
foram sensibilizados com 100uL (10ug/pogo) da solugdo de cada proteina
recombinante LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A de ambas cepas
(E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY) a temperatura
ambiente por 16 horas. Retirada essa solucao por inversao, adicionava-se 100uL
de PBS-molico 3% para bloquear sitios inespecificos o qual permanecia por duas
horas a temperatura ambiente. Apds, foram realizadas trés lavagens com 200uL
de solugcéo PBS-Tween 0,01%.

A segunda etapa consistia na incubacdo dos anticorpos primarios a serem
avaliados. Depois de bloqueada com PBS-molico 3% a placa era exposta a
incubacao por duas horas a temperatura ambiente e entdo lavada trés vezes com
PBS-Tween 0,01%.

Posteriormente incubava-se a placa com anticorpos secundarios
antimunoglobulina de camundongo conjugado com peroxidase durante duas
horas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

Em seguida as placas foram finalmente lavadas e a reacédo revelada com
OPD 0,2mg/ml e peroxido de hidrogénio 0,06%, em tampdao citrato de sdodio
24mM, pH5,0 em torno de cinco minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de
luz. As reacdes foram interrompidas pela adicdo de H2SO4 3N (100uL/pogo).
Fazia-se entdo a leitura no aparelho de ELISA (Automated Microplate Reader
ELX800 — Bio-Tek® Instruments, Los Angeles, EUA) a 492nm.

O controle negativo foi utilizado o branco (adicdo de todos os reagentes com
excecdo do anticorpo primario), também realizado em quadruplicata, para garantir
a auséncia de ligacdo inespecifica tanto do anticorpo primério quanto do

secundario, ou seja, para garantir a qualidade do blogueio.
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5.17 Ensaio de hemédlise

5.17.1 Obtencao de eritrécitos humanos

A coleta de amostras de sangue periférico foi feita por puncédo de voluntarios
adultos e saudaveis, de acordo com os requisitos definidos pelo Comité de Etica
em Experimentacdo em Humanos (CEP-Bioldgicas). Todo o material estéril
utilizado foi adquirido comercialmente (Agulhas e Seringas BD Plastipak®). O
anticoagulante utilizado foi EDTA Na2 5% adquirido da Newprov produtos para
laboratoério (Pinhais, PR, Brasil), na proporcdo de 1 gota para cada mililitro de

sangue.

5.17.2 Atividade hemolitica direta das toxinas recombinantes LiRecDT]1,
LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A produzidas na E. coli
BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY

O ensaio hemolitico foi conduzido como descrito por CHAVES-MOREIRA e
colaboradores (2009) adaptado de HARRIS e PHOENIX (1997). Essencialmente,
1 mL de sangue foi lavado trés vezes em Tampao Tris/Sucrose (Sucrose 250 mM,
10 mM Tris/HCI , pH 7.4, 280 mOsm\kg H,0O) e centrifugado a 2000 xg por 3
minutos. Em seguida, foram ressuspensos no mesmo tampao para se obter uma
concentracéo inicial de eritrécitos de aproximadamente 0.05%, correspondente a
5x108 células/mL. Para se obter essa diluicao, 250 ul da suspensao de eritrocitos
lavados foram diluidos em 6 ml de agua destilada e a absorbancia lida a 550nm. O
resultado foi obtido utilizando-se a equagédo abaixo, com a finalidade de se
determinar o volume para o qual a suspenséao inicial deveria ser diluida para se

obter a concentracdo desejada:

Volume final = Volume inicial x A550nm
0,210
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O controle positivo constituiu-se de 100% de hemdlise, a qual foi produzida
com uma solucéo de 0.1% (v/v) Triton X-100 por 60 minutos a 37 °C. As aliquotas
de 200 pL da suspenséo de eritrocitos normalizada (perfazendo um total de 1 x108
células) foram utilizadas conjuntamente com 200 uL da solugao de tratamento. As
solucgdes de tratamento foram compostas de uma Unica concentracdo das toxinas
recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A
separadamente de ambas cepas (E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7
Express lysY). As misturas resultantes foram incubadas a 37°C na B.O.D, sob
agitacao delicada e constante em “roda mecanica”. Apdés o tempo de tratamento
desejado (24 horas), as suspensodes foram centrifugadas por 3 minutos, a 2000 xg,
a 4°C e a absorbancia da hemoglobina livre no sobrenadante obtida em 550nm
utilizando-se leitor ELISA. Em todos o0s casos, os niveis de hemolise foram
determinados em porcentagem em relacdo ao controle positivo (Hemoélise 100%).
O Controle negativo foi obtido apenas com tamp&o e eritrocitos, em que nédo

houve hemdlise de fundo significativa.

5.18 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando andlise de variancia
(ANOVA) sendo as médias comparadas pelo “método Paramétrico Tukey”, e os
gréafico construidos através dos programas GraphPad Instant e Prisma (versao 3.0
/ Windows 2000). Os valores + erro padrao da média (EPM) foram utilizados (*P <

0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001) de acordo com o desenho experimental.

5.19 Anélise estrutural das proteinas com ferramentas de Bioinformatica

Utilizou-se a versdo beta do SWISS-MODEL que é a mais recente
<http://beta.swissmodel.expasy.org/> para construir uma predicdo da estrutura

tridimensional das fosfolipases LiRecDT2 e LiRecDTS3.
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A proteina utilizada como modelo para analise das predic¢des foi a fosfolipase
LiRecDT1 (cdédigo PDB:3RLH), pois esti toxina ja foi cristalizada e teve sua
estrutura tridimensional resolvida no trabalho de De Giuseppe e colaboradores
2011. A proteina LiRecDT1H12A (cédigo PDB:3RLG) também foi cristalizada
(ULLAH et al., 2011) e por isso nao foi necessario utilizar outra proteina como
modelo para fazer a predicéo de sua estrutura.

A producgdo das figuras apresentadas nos resultados foi produzida com o
software Open Astex Viewer 3.0 <http://openastexviewer.net/web/> que é um

programa para visualizacdo molecular.

6. RESULTADOS

6.1 Sequenciamento

Realizamos esta etapa para verificarmos se as sequéncias nucleotidicas
estavam corretas e se ndo haviam ocorrido mutacdes durante a etapa de PCR que
se sucedeu apds a transformacdo das cepas de subclonagem DH5a para
producdo das minipreparacdes plasmidiais que seriam utilizadas na transformacao
das cepas de expressao.

Todas as sequéncias ficaram 100% idénticas as registradas no GenBank
sob os cédigos de acesso DQ218155 para LiRecDT1, DQ266399 para LiRecDT2
e DQ267927 para LiRecDT3. A LiRecDT1H12A por ser uma mutacéo da isoforma
LiRecDT1, ndo possui numero de registro no GenBank, sendo assim, a verificacao
da sua sequéncia foi realizada com base na sequéncia do trabalho de KUSMA e
colaboradores 2008. Fizemos os alinhamentos usando a ferramenta ClustalW?2
<http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/>. Para confirmarmos a sequéncia
aminoacidica usamos a ferramenta Expasy Translate Tool
<http://web.expasy.org/translate/> e comparamos com as sequéncias dos
trabalhos das quais estas sequéncias foram primeiramente originadas (CHAIM et
al., 2006; da SILVEIRA et al.,, 2006; KUSMA et al., 2008). O resultado dos

sequenciamentos realizados no sequenciador por eletroforese capilar 3500xL
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Genetic Analysers (Applied Biosystems® 3500) foram analisados em software
ChromasPro version 1.5 e os eletroferogramas gerados foram satisfatorios quanto

a qualidade dos picos gerados (Fig. 8).

222222222222222222
lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
T T T T ITTIGTT CCACA T TCACACGACTAAGGCCACGTGGTAARACAGTITIGGTGAY

TGAATCCGTITTIGCGGAATCTICTIGTTT

22222222222222222222
lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

GCTIGCTTTACACGATCAAGACCACGCAGTAAACAGTTIGGTAATACC

P
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------
.............................

lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
A A G

Figura 8 - ELETROFEROGRAMAS DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO. Os eletroferograma
foram gerados com o auxilio do software ChromasPro version 1.5. (A) Eletroferograma da isoforma
LiRecDTl. (B) LiRecDT2. (C) LiRecDT3. (D) LiRecDT1H12A. Cada base nucleotl'dica esta
repre t da por m I g endo verme Ih 0 par Tm zul par Ct verde para
Adenina e preto par Oq dd md b I otidic p tamograu
de ¢ fblddd p g rados pelo sequenciamento, dq tm p hd 0 o0 quadro

esta, mais confiavel é p 0 gerado.
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O resultado do sequenciamento também foi satisfatério quanto ao
alinhamento das sequéncias sense e antisense para cada construcéo, pois cada
clone foi submetido a duas reacdes de sequenciamento, uma utilizando o iniciador
universal sense T7 e outra o iniciador universal antisense T7 Terminator, e quando
as sequéncias sense e antisense de cada construcédo foram alinhadas uma contra
a outra, elas apresentaram 100% de identidade, reforcando a qualidade do
sequenciamento realizado.

Confirmadas as sequéncias partimos para a transformacdo nas cepas de
expressao E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY .

6.2 Transformacgdes das cepas de expressao e PCR de colbnia

Inicialmente partimos para a transformacédo das cepas de expressdo com 0s
clones de LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A para fazermos o0s
testes de miniexpressao com o intuito de avaliar a viabilidade do uso da nova cepa
E. coli SHuffle T7 Express lysY. Todas as placas das transformacdes cresceram
bem, entdo partimos para uma PCR de coldnia para verificar a positividade dos
clones escolhidos.

Preparamos 18 colGnias sendo trés de cada fosfolipase (LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3). Corremos o gel e analisamos o resultado na luz U.V do
aparelho de captura de imagem Chemidoc®. Todos os clones da cepa E. coli
BL21(DE3)pLysS ficaram positivos e no caso da cepa E. coli SHuffle T7 Express
lysY tivemos algumas bandas positivas fortes e fracas e apenas uma banda

negativa (Fig. 9).
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1000 pb -

Figura 9 - PCR DE COLONIA. (A) Produto da PCR de colbnia com os clones da LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3 transformados na cepa E.coli BL21(DE3)pLysS na altura de
aproximadamente 1000pb. (B) Produto da PCR de col6nia com os clones da LiRecDT1 (DT1),
LiRecDT2 (DT2) e LiRecDT3 (DT3) transformados na cepa E.coli SHuffle T7 Express lysY na altura
de aproximadamente 1000pb. O ultimo clone ndo acendeu como pode ser observado no gel.
LiRecDT1H12A dados n&o mostrados.

A altura das bandas foi condizente com o esperado, pois nos trabalhos
realizados pelo grupo para clonagem destas construgdes a altura das bandas para
cada construcéo é de 1139 pb para o cDNA da LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006) e
1062 pb e 1007 pb para os cDNAs da LiRecDT2 e LiRecDT3 respectivamente (da
SILVEIRA et al., 2006).

6.3 Testes de Miniexpresséao

Iniciamos os testes de miniexpressdo primeiramente com a construgcéo da
isoforma da fosfolipase-D LiRecDT1 em E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle
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T7 Express lysY para verificarmos como a nova cepa iria se comportar na
expressao desta toxina.

A quantidade de IPTG utilizado no teste piloto foi exatamente como a ja
padronizada pelo grupo desde o primeiro trabalho realizado com esta isoforma,
que ja tinha verificado que a quantidade de IPTG oOtima para a inducdo da
expressao era de 0,05 mM na concentracéo final (CHAIM et al., 2006).

A quantidade de IPTG adicionado no meio de cultura de cada cepa foi igual,
pois como queremos realizar ensaios comparativos as condicfes de expressao

precisam estar padronizadas.

E.coli BL21(DE3)pLysS E.coli SHuffle T7 Express LysY
LiRecDT1 LiRecDT1
kDa Oh 1h 2h 3h 35h 4h S kDa Oh 1h 2h 3h 3,5h 4h S
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Figura 10 - TESTE DE MINI-EXPRESSAO DA TOXINA LiRecDT1 NAS CEPAS E.coli
BL21(DE3)pLysS e E.coli SHuffle T7 Express lysY. A proteina foi expressa a 30°C na concentragéo
de IPTG 0,06mM. Em cada gel estd demonstrado o marcador (kDa), os tempos de expressao em
horas (0Oh, 1h, 2h, 3h, 3,5h e 4h), o sobrenadante apds o processo de lise das bactérias (S) e a
quantidade de IPTG utilizada. As setas vazadas indicam a altura da banda correspondente a
LiRecDT1 na altura de 34kDa.

E possivel ver nos dois géis uma banda crescente na altura de
aproximadamente 34 kDa, que aumenta no decorrer das horas de expressao (Fig.
10). Sabemos que a proteina esta presente nesta altura com base no trabalho de
CHAIM e colaboradores (2006), que verificou que a isoforma LiRecDT1 purificada
tinha mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida em condi¢des redutoras na
regidao de 34 kDa. Essa mesma mobilidade é observada nas isoformas LiRecDT2,
LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006) e LiRecDT4 (da SILVEIRA et al., 2007). As

outras isoformas apresentaram mobilidade diferente, sendo em 37 kDa a
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mobilidade observada para a isoforma LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2007) e 33
kDa a observada para a isoforma LiRecDT6 (APPEL et al., 2008).

Nas duas expressdes houve por¢cdo solluvel de proteinas apds o processo de
lise bacteriana conforme pode ser observado na coluna do sobrenadante (S) dos
géis. Isso ja era esperado, visto que a isoforma LiRecDT1 apresentou 6timo
rendimento quando purificada, resultando em 24 mg/L de cultura (CHAIM et al.,
2006).

Apos verificarmos que a cepa bacteriana E. coli SHuffle T7 Express lysY foi
viavel para a producdo da isoforma recombinante da LiRecDT1 entdo
prosseguimos com os testes de miniexpressao.

Os testes posteriores foram realizados com as construgbes LiRecDT2 e
LiRecDT3 e LiRecDT1H12A conduzidos com ambas cepas bacterianas E. coli
BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY, pois ja sabiamos como estas
outras toxinas se comportam quando expressas na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS
a partir do resultado de outros trabalhos do grupo (da SILVEIRA et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2007; KUSMA et al., 2008).

A quantidade de IPTG utilizado no teste piloto foi exatamente como a
utilizada pelo grupo nos trabalhos de da SILVEIRA e colaboradores 2006,
RIBEIRO e colaboradores 2007 e KUSMA e colaboradores 2008.

E possivel ver nos géis uma banda crescente na altura de aproximadamente
34 kDa, que aumenta no decorrer das horas de expressédo (Fig. 11). Assim como
na expressdo da LiRecDT1, sabemos que as proteinas estdo presentes nesta
altura com base no trabalho de da SILVEIRA e colaboradores (2006) e KUSMA e
colaboradores (2008), que como ja mencionado anteriormente, verificaram que as
isoformas LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A purificadas tinham mobilidade
eletroforética em gel de poliacrilamida na regido de 34 kDa. Em todas as
expressdes houve porcao soluvel de proteinas apos o processo de lise bacteriana

conforme pode ser observado na coluna do sobrenadante (S).
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E.coli BL21(DE3)pLysS E.coli SHuffle T7 Express LysY
LiRecDT2 LiRecDT2
kDa Oh 1h 2h 3h 3,5h 4h S kDa Oh 1th 2h 3h 3,5h 4h S
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Figura 11 - TESTE DE MINI-EXPRESSAO DAS TOXINAS LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A
NAS CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY. As proteinas foram
expressas a 37°C e 30°C respectivamente, nas concentra¢des de IPTG 0,025mM e 0,05mM. Em
cada gel esta demonstrado o marcador (kDa), os tempos de expressdo em horas (Oh, 1h, 2h, 3h,
3,5h e 4h), o sobrenadante ap6s o processo de lise das bactérias (S) e a quantidade de IPTG
utilizada. As setas vazadas indicam a altura da banda correspondente a LiRecDT2, LiRecDT3 e

LiRecDT1H12A todas na altura de 34 kDa.

Também podemos observar nestes testes de miniexpressao, que a partir do
tempo 1 hora (1h) da expressdo com a cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY ja é
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possivel visualizar a presenca de uma banda crescente no decorrer das horas (2h,
3h, 3,5h e 4h) na altura correspondente as toxinas LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1H12A respectivamente, enquanto que a expressao na cepa E. coli
BL21(DE3)pLysS comeca a ser observada somente a partir de 2 horas (2h) de

expressao.

6.4 Expresséao heterdloga das toxinas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2,
LiRecDT3 e LiRecDT1H12A

Todas as proteinas foram expressas em ambas cepas E. coli
BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY durante 3 horas e meia de
expressao contendo suas respectivas quantidades de indutor IPTG.

ApoOs a expressdo todas as culturas foram centrifugadas, ressupendidas
cada uma em 40 mL de tampé&o de ligacdo e mantidas a -20°C até o processo de
lise mecanica pela prensa de French.

Géis de poliacrilamida 12,5% foram produzidos para analisar a solubilidade
das expressdes a fim de se prosseguir com o processo de purificacao de todas as

toxinas.
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Figura 12 - EXPRESSAO DAS TOXINAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A NAS
CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY. As proteinas foram expressas a
37°C e 30°C respectivamente, nas concentracfes de IPTG 0,025mM e 0,05mM. Em cada gel esta
demonstrado o marcador (kDa), os tempos de expressdo em horas (Oh e 3,5h), o sobrenadante
apos o processo de lise das bactérias (S) e a quantidade de IPTG utilizada. As setas vazadas
indicam a altura da banda correspondente a LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A
todas na altura de 34 kDa.
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Continuagdo da figura 12 - EXPRESSAO DAS TOXINAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1H12A NAS CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY. As
proteinas foram expressas & 37°C e 30°C respectivamente, nas concentragbes de IPTG 0,025mM
e 0,05mM. Em cada gel estd demonstrado o marcador (kDa), os tempos de expressdo em horas
(Oh e 3,5h), o sobrenadante apds o processo de lise das bactérias (S) e a quantidade de IPTG
utilizada. As setas vazadas indicam a altura da banda correspondente a LiRecDT1, LiRecDT2,
LiRecDT3 e LiRecDT1H12A todas na altura de 34 kDa.

As andlises dos géis mostram a mesma banda de intensidade crescente na

altura de 34 kDa que foram vistas nas analises das miniexpressées. Em todas as

expressdes apds o0 processo de lise mecéanica foi possivel observar a presenca

das toxinas no sobrenadante, ou seja, na porcao soluvel (Fig. 12).
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Podemos notar nos géis das expressfes na cepa E. coli SHuffle T7 Express
lysY que no tempo inicial (TO) mesmo antes da indu¢do com o IPTG ja havia a
presenca de uma banda de expressao na altura correspondente as fosfolipases-D
gue estavam sendo expressadas.

Com base nos resultados obtidos prosseguimos para o processo de

purificagéo das toxinas recombinantes.

6.5 Purificagdo das toxinas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1H12A

Todas as toxinas utilizadas neste trabalho estdo subclonadas em vetor de
expressao pET-14b e ao serem produzidas € inserido na porcdo N-terminal das
recombinantes uma cauda contendo 6 histidinas que tem como objetivo final
facilitar a etapa de purificacdo por cromatografia de afinidade com resina Ni+2 -
NTA agarose, visto que essa cauda tem afinidade por metais divalentes.

A partir da analise dos géis de poliacrilamida de todas as purificacdes (Figura
13) podemos verificar a presenca das proteinas purificadas apos a eluicdo das

mesmas.
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Figura 13 - PURIFICACAO DAS TOXINAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A DAS
CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY. As proteinas foram expressas a
37°C e 30°C respectivamente, nas concentracfes de IPTG 0,025mM e 0,05mM. Em cada gel esta
demonstrado o marcador (kDa), os tempos de expressdo em horas (Oh e 3,5h), o sobrenadante
apos o processo de lise das bactérias (S) e apds incubacéo com a resina de Ni-NTA agarose (V), a
proteina recombinante eluida (P) e a quantidade de IPTG utilizada. As setas vazadas indicam a
altura da banda correspondente a LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A purificadas,
todas na altura de aproximadamente 34 kDa. As massas moleculares estdo demonstradas ao lado
esquerdo de cada gel.

E. coli BL21 (DE3) pLysS - LiRecDT3
kDa Oh 35h S V P
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116- .' = — — ]
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45- i = -
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el E e
20- =
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s o .
0,025 mM IPTG

Figura 14 - SEGUNDA PURIFICACAO DA TOXINA LiRecDT3 DA CEPA E. coli BL21(DE3)pLysS.
A proteina foi expressa a 30°C, na concentracao de IPTG 0,025mM. No gel esta demonstrado o
marcador (kDa), os tempos de expressdo em horas (Oh e 3,5h), o sobrenadante apds o0 processo
de lise das bactérias (S) e apos incubacdo com a resina de Ni-NTA agarose (V), a proteina
recombinante eluida (P) e a quantidade de IPTG utilizada. As setas vazadas indicam a altura da
banda correspondente LiRecDT3 na altura de aproximadamente 34 kDa. As massas moleculares
estdo demonstradas ao lado esquerdo do gel.

Todas as proteinas produzidas nas cepas E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli
SHuffle T7 Express lysY foram purificadas com sucesso, com destague para a
LiRecDT3 que foi produzida duas vezes na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS pois o

produto da segunda purificacdo que rendeu 8 mg/L de proteina recombinante (Fig.
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14) foi enviado para a UNESP de Sao José do Rio Preto para cristalizacéo, a fim
de resolvermos sua estrutura terciaria e verificarmos se as predicoes
apresentadas neste trabalho condizem com a real estrutura desta toxina, o que
responderia 0 motivo dela ter uma atividade tdo baixa em relacdo as outras.

As outras purificacdes tiveram 0s seguintes rendimentos apresentados na
tabela 3.

Como o objetivo de expressar todas as proteinas € para utilizd-las em
ensaios in vitro e in vivo, sua pureza deve estar em um nivel aceitavel (> 98%),
uma vez que mesmo pequenas quantidades de contaminantes bacterianos podem

interferir nos resultados de atividade biol6gica.

E. coli _ E. coli SHuffle T7 .
Rendimento mg/L Rendimento mg/L
BL21(DE3)pLysS Express lysY
LiRecDT1 21 mg/L LiRecDT1 10 mg/L
LiRecDT2 4,8 mg/L LiRecDT2 2,5 mg/L
LiRecDT3 4,7 mg/L LiRecDT3 2,8 mg/L
LiRecDTH12A 10 mg/L LiRecDTH12A 5 mg/L

Tabela 3 - RENDIMENTO DA PURIFICACAO DAS TOXINAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e
LiRecDT1H12A DAS CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY. Os
rendimentos referentes a purificagdo das toxinas recombinantes produzidas em cada cepa estao
dispostos respectivamente ao lado direito de cada.

6.6 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

Ap6s a purificagdo das oito proteinas recombinantes, foi realizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢bes redutoras e nao redutoras
para avaliarmos se a mobilidade eletroforética de cada uma das proteinas
recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A permanecia as
mesmas ainda que produzidas em cepas bacterianas diferentes ou se a cepa E.
coli SHuffle T7 Express lysY teria modificado a estrutura terciaria a ponto de
apresentar uma modificagéo globular capaz de apresentar diferenca em relagao as
proteinas produzidas na E. coli BL21(DE3)pLysS (Fig. 15 e 16).
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Gel redutor das proteinas purificadas
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Figura 15 - GEL REDUTOR DAS TOXINAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 E LiRecDT1 H12A
DAS CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS E E. coli SHuffle T7 Express lysY. Todas as proteinas puras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condi¢Bes redutoras. No gel
estdo representados na sequéncia as massas moleculares ao lado esquerdo do gel (kDa), as
toxinas recombinantes puras LiRecDT1 (1), LiRecDT2 (2), LiRecDT3 (3) e LiRecDT1 H12A (4) da
cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e logo em seguida as toxinas recombinantes puras LiRecDT1 (5),
LiRecDT2 (6), LiRecDT3 (7) e LiRecDT1 H12A (8) da cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY.
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Gel ndo redutor das proteinas purificadas
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Figura 16 - GEL NAO REDUTOR DAS TOXINAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 E LiRecDT1
H12A DAS CEPAS E. coli BL21(DE3)pLysS E E. coli SHuffle T7 Express lysY. Todas as proteinas
puras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condi¢cdes nédo
redutoras. No gel estéo representados na sequéncia as massas moleculares ao lado esquerdo do
gel (kDa), as toxinas recombinantes puras LiRecDT1 (1), LiRecDT2 (2), LiRecDT3 (3) e LiRecDT1
H12A (4) da cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e logo em seguida as toxinas recombinantes puras
LiRecDT1 (5), LiRecDT2 (6), LiRecDT3 (7) e LiRecDT1 H12A (8) da cepa E. coli SHuffle T7
Express lysY.

Podemos observar tanto no gel redutor quando no gel ndo redutor que a
proteina recombinante LiRecDT3 produzida em ambas as cepas apresenta uma
mobilidade eletroforética diferente das outras proteinas recombinantes (Fig. 15 e
16).

Outro fator que chamou a atencdo foi & presenca de diversos dimeros,
trimeros e oligbmeros quando as proteinas recombinantes foram submetidas a

eletroforese em condi¢cfes nado redutoras.
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6.7 Reacédo de imunoblotting - Western Blot

O Western Blot foi realizado para confirmarmos a presenca de dimeros
trimeros e oligomeros nas toxinas mesmo quando produzidas em cepas
diferentes. Foi utilizado o anticorpo anti-veneno bruto produzido em coelhos e o

controle negativo foi 0 soro pré-imune também de coelhos (Fig. 17 e 18).

Western ndo redutor SHuffle T7 Express LysY

kDa 1 2 3 4
180 - —

116 - =

48,5-

36,5- — — -

—
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Anti-veneno

Figura 17 - WESTERN BLOT PARA COMPARAGCAO DA REATIVIDADE IMONOLOGICA DAS
TOXINAS RECOMBINANTES LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A DA CEPA E. coli
SHuffle T7 Express lysY. 1 ug de todas as proteinas puras foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida 12,5% em condigbes n&o redutoras, transferidas para membranas de
nitrocelulose e foram expostas a anticorpos purificados contra as toxinas do veneno bruto (Anti-
veneno). No gel estdo representados na sequéncia as massas moleculares ao lado esquerdo do
gel (kDa), as toxinas recombinantes puras LiRecDT1 (1), LiRecDT2 (2), LiRecDT3 (3) e LiRecDT1
H12A (4).
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Western nao redutor BL21 (DE3) pLysS
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Figura 18 - WESTERN BLOT PARA COMPARAGAO DA REATIVIDADE IMONOLOGICA DAS
TOXINAS RECOMBINANTES LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A DA CEPA E. coli
BL21(DE3)pLysS. 1 ug de todas as proteinas puras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5% em condi¢des ndo redutoras, transferidas para membranas de nitrocelulose e
foram expostas a anticorpos purificados contra as toxinas do veneno bruto (Anti-veneno). No gel
estdo representados na sequéncia as massas moleculares ao lado esquerdo do gel (kDa), as
toxinas recombinantes puras LiRecDT1 (1), LiRecDT2 (2), LiRecDT3 (3) e LiRecDT1 H12A (4).

O resultado mostrou mais uma vez a presenca de dimeros, trimeros e
oligbmeros em todas as proteinas recombinantes purificadas de ambas as cepas

bacterianas (Fig. 17 e 18).
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6.8 Ensaio de ELISA

Para o ensaio de ELISA uma Unica diluicdo de 1:1000 foi utilizada para o
soro hiperimune anti-veneno total L. intermedia e anti-LiRecDT1.

Para a confeccao dos graficos dos resultados dos ensaios de ELISA utilizou-
se a média das absorbancias obtidas nas quadruplicatas realizadas para cada
toxina recombinante e o mesmo foi feito para o controle (branco) de cada proteina.
Para as andlises estatisticas dos ensaios de ELISA apresentados, os resultados
de absorbéancia de cada soro hiperimune sobre as proteinas produzidas na
bactéria E. coli BL21(DE3)pLysS foram sempre confrontados com os dados de
absorbancia do mesmo soro hiperimune sobre as proteinas produzidas na bactéria

E. coli SHuffle T7 Express lysY para verificacdo de significancia.

1.5+ EQ C- BL21
B3 C- SHuffle
— - Bl BL21
1.04 3 SHuffle
0.5-
0.0-

C- DT1 Anti-V ~ DT1 Anti-DT1

Gréfico 1 - REAQAO IMUNOLOGICA ENTRE LiRecDT1 E ANTI-VENENO DE Loxosceles
intermedia - ELISA. Ensaio realizado utilizando como antigeno 20 ug de toxina recombinante
LiRecDT1/mL de cada cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY como
anticorpos primarios soros hiperimunes anti-veneno (DT1 Anti-V) total de Loxosceles intermedia e
anti-LiRecDT1 (DT1 Anti-DT1) em diluicdo Unica (1:1000). O eixo y indica as médias das
absorbancias obtidas. As diferengas entre os resultados obtidos dos soros hiperimunes nao foram
estatisticamente significativas entre as duas bactérias testadas.
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C- DT2 Anti-V ~ DT2 Anti-DT1

Grafico 2 - REACAO IMUNOLOGICA ENTRE LiRecDT2 E ANTI-VENENO DE Loxosceles
intermedia - ELISA. Ensaio realizado utilizando como antigeno 20 pg de toxina recombinante
LiRecDT2/mL de cada cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY como
anticorpos primarios soros hiperimunes anti-veneno (DT2 Anti-V) total de Loxosceles intermedia e
anti-LiRecDT1 (DT2 Anti-DT1) em diluicdo Unica (1:1000). O eixo y indica as médias das
absorbancias obtidas. As diferengas entre os resultados obtidos dos soros hiperimunes n&o foram
estatisticamente significativas entre as duas bactérias testadas.

1.5 C- BL21
- ER C- SHuffle
” Bl BL21
L =[] SHuffle
0.5-
0.0 : : .
C- DT3 Anti-V DT3 Anti-DT1

Gréfico 3 - REACAO IMUNOLOGICA ENTRE LiRecDT3 E ANTI-VENENO DE Loxosceles
intermedia - ELISA. Ensaio realizado utilizando como antigeno 20 pg de toxina recombinante
LiRecDT3/mL de cada cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY como
anticorpos primarios soros hiperimunes anti-veneno (DT3 Anti-V) total de Loxosceles intermedia e
anti-LiRecDT1 (DT3 Anti-DT1)em diluicdo Unica (1:1000). O eixo y indica as médias das
absorbancias obtidas. As diferencas entre os resultados obtidos dos soros hiperimunes n&o foram
estatisticamente significativas entre as duas bactérias testadas.
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Gréfico 4 - REACAO IMUNOLOGICA ENTRE LiRecDT1H12A E ANTI-VENENO DE Loxosceles
intermedia - ELISA. Ensaio realizado utilizando como antigeno 20 pg de toxina recombinante
LiRecDT1H12A/mL de cada cepa E. coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY como
anticorpos primarios soros hiperimunes anti-veneno (H12A Anti-V) total de Loxosceles intermedia e
anti-LiRecDT1 (H12A Anti-DT1)em diluicdo Unica (1:1000). O eixo y indica as médias das
absorbancias obtidas. As diferengas entre os resultados obtidos dos soros hiperimunes néo foram
estatisticamente significativas entre as duas bactérias testadas.

Em todos os ensaios de ELISA realizados podemos verificar que nao houve
modificacdo significativa na identificacdo de epitopos conformacionais entre todas
as proteinas recombinantes analisadas reforcando o resultado obtido com o

ensaio de western blot (Graficos 1, 2, 3 e 4).

6.9 Ensaio de atividade esfingomielinasica

O ensaio de atividade esfingomielinasica foi realizado para verificarmos se as
mesmas toxinas recombinantes quando produzidas em outra cepa bacteriana
apresentariam atividades diferenciadas.

Este método foi escolhido por ser eficiente para avaliar a atividade das
fosfolipases-D do veneno de aranho-marrom, visto que, este método ja foi
empregado diversas vezes pelo nosso grupo e esta presente em artigos ja
publicados (da SILVEIRA et al.,, 2006; 2007; APPEL et al., 2008; CHAVES-
MOREIRA et al., 2011; CHAIM et al., 2011b).
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Gréafico 5 - ENSAIO PARA COMPARACAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DAS
ISOFORMAS LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 E LiRecDT1 H12A PRODUZIDAS NAS CEPAS E.
coli BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY. A atividade esfingomielinasica foi avaliada
através do kit Amplex Red Assay a 37°C por 60 minutos, sendo o produto da reagdo determinada
em 540nm, com detecgdo de emissdo a 590nm. A enzima enfingomielinase do préprio kit foi
utilizada como controle positivo, e o controle negativo foi apenas o reagente Amplex Red mais o
tampé&o sem a proteina recombinante. A concentragdo utilizada para todas as toxinas foi de 10ug.
O experimento foi realizado em pentaplicata e os valores dados pela média + SEM expressos em
porcentagem. A significancia é definida como ***p < 0,001. As diferencas entre os niveis de
fluorescéncia gerados por cada proteina produzida em ambas cepas ndo foram estatisticamente
significantes.

Os resultados indicam que a producéo das isoformas LiRecDT1, LiRecDT2,
LiRecDT3 E LiRecDT1 H12A na cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY néo foi
capaz de gerar proteinas recombinantes significativamente mais ativas em relacéo

as mesmas proteinas produzidas na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS (Gréafico 5).

6.10 Atividade hemolitica direta das toxinas recombinantes LiRecDT1,
LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A produzidas na E. coli
BL21(DE3)pLysS e E. coli SHuffle T7 Express lysY.

Para avaliar se a capacidade hemolitica das toxinas recombinantes
LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A de L. intermedia sobre
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eritrocitos humanos sofreria alguma alteracdo se as mesmas toxinas fossem
produzidas na cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY além da cepa E. coli
BL21(DE3)pLysS, foram realizados experimentos que avaliaram sua capacidade
em promover diretamente hemolise de eritrocitos humanos “in vitro”. Este ensaio
foi baseado no artigo de CHAVES-MOREIRA e colaboradores 2009 (Fig. 19).

Atividade hemolitica direta

Figura 19 - COMPARACAO DA HEMOLISE DIRETA DAS TOXINAS RECOMBINANTES LiRecDT1
(DT1), LiRecDT2 (DT2), LiRecDT3 (DT3) E LiRecDT1H12A (H12A) DE AMBAS CEPAS
BACTERIANAS E. coli BL21(DE3)pLysS E E. coli SHuffle T7 Express lysY. O efeito hemolitico das
toxinas foi determinado apds 24 h na concentracéo Unica de 25 pg/mL.

O resultado deste experimento (Grafico 6) mostra intensidades de hemolise
muito semelhantes para as comparacfes de cada toxina recombinante entre si,
ndo apresentando portanto diferencas de atividade hemolitica direta

estatisticamente significativas nos ensaios realizados em pentaplicata.
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Gréfico 6 - COMPARACAO DA HEMOLISE DIRETA DAS TOXINAS RECOMBINANTES
LiRecDT1 (DT1), LiRecDT2 (DT2), LiRecDT3 (DT3) E LiRecDT1H12A (H12A) DE AMBAS CEPAS
BACTERIANAS E. coli BL21(DE3)pLysS E E. coli SHuffle T7 Express lysY. O efeito hemolitico das
toxinas foi determinado apos 24 h na concentracdo Unica de 25 yg/mL. O experimento foi realizado
em pentaplicata. A significancia é definida ***P < 0, 001. As diferengas entre os niveis de hemdlise
gerados por cada proteina produzida em ambas cepas nédo foram estatisticamente significantes.

Este resultado mostra mais uma vez que a producdo das toxinas
recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A na cepa E. coli
SHuffle T7 Express lysY nédo alterou o nivel de atividade destas toxinas quando

comparadas com as mesmas produzidas na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS.

6.11 Anédlise estrutural das proteinas com ferramentas de Bioinformatica

Aprendemos a trabalhar com os programas de bioinformatica utilizados para
as analises estruturais durante a “EMBO Conference Series: Visualizing Biological
Data (VIZBI 2012)" que ocorreu em Heidelberg — Alemanha, devido a uma bolsa
concedida apos selecdo pela organizacdo do Laboratorio de Biologia Molecular
Europeu (EMBL).
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Nas quatro estruturas é possivel visualizar a presenca das duas pontes
dissulfeto que caracterizam as fosfolipases da Loxosceles intermedia como sendo
pertencentes a classe Il (de GIUSEPPE et al., 2011).

Na estrutura A que pertence a proteina mutada LiRecDT1H12A, esta
destacado em azul claro o aminoacido Alanina, que substituiu a Histina da posicao
12 para deletar a atividade catalitica presente na isoforma LiRecDT1 (KUSMA et
al., 2008; CHAIM et al., 2011b). As estruturas B e C sdo muito parecidas, pois as
duas toxinas (LiRecDT1 e LiRecDT2) possuem 90,58% de identidade de acordo
com o software SWISS-MODEL. Um dado bem interessante foi a predicédo
estrutural da LiRecDT3, por que de acordo com o resultado nao foi possivel
demonstrar a presenca do fon Mg®* no sitio catalitico da toxina (Fig. 20).

A abordagem conservadora usada pelo método do SWISS-MODEL define
gue um ligante € incluido na modelagem quando critérios rigorosos sao atingidos,
entre eles: (1) os residuos de ligacdo do modelo tem de ser perfeitamente
conservados, (2) o RMSD entre o molde e os residuos de ligagdo do modelo é
menor que 2 Angstroms (ZHANG e SKOLNICK, 2005).

No caso da predicdo da LiRecDT3 o critério numero 1 foi positivo porém o
critério numero 2 néo.

O desvio da raiz quadrada média (RMSD - Root-mean-square deviation) é a
medida da distancia média entre os atomos (geralmente os atomos da estrutura
principal) das proteinas sobrepostas. Um valor em RMSD é expresso em unidades
de comprimento, onde a unidade mais comumente usada na biologia estrutural € o
Angstrom (A) que é igual a 10 m *°. Podemos verificar que realmente existe uma
diferenca estrutural entre LiRecDT3 e LiRecDT1 quando analisamos o sitio de

ligacdo do magnésio mais aproximadamente (Fig. 21).
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Figura 20 - ANALISES ESTRUTURAIS DAS TOXINAS LiRecDT1H12A, LiRecDT1, LiRecDT2 E
LiRecDT3. Em azul claro estd o aminoacido que foi mutado para uma Alanina para que a proteina
perdesse a sua atividade. (B) LiRecDT1H12A. Em todas as figuras os loops catalitico, flexivel e
variavel estdo representados pelas cores azul, vermelho e verde respectivamente. Em vermelho e
amarelo estdo os aminoacidos que participam na coordenacdo do ion Mg”. Em azul e amarelo
estdo as duas Histidinas envolvidas na atividade catalitica da toxina. Em laranja estdo as duas
pontes dissulfeto (A) LiRecDTL1. (C) LiRecDT2. (D) LiRecDT3. O ion Mg2+ esta destacado por uma
esfera verde, ndo presente na LiRecDT3 pela predicéo.
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Continuag&o da Figura 20 - ANALISES ESTRUTURAIS DAS TOXINAS LiRecDT1H12A, LiRecDT1,
LiRecDT2 E LiRecDT3. Em azul claro est4d o aminoacido que foi mutado para uma Alanina para
que a proteina perdesse a sua atividade. (B) LiRecDT1H12A. Em todas as figuras os loops
catalitico, flexivel e varidvel estdo representados pelas cores azul, vermelho e verde
respectivamente. Em vermelho e amarelo estdo os aminoacidos que participam na coordenacgéo do
on Mgz+. Em azul e amarelo estdo as duas Histidinas envolvidas na atividade catalitica da toxina.
Em laranja estéo as duas pontes dissulfeto (A) LiRecDT1. (C) LiRecDT2. (D) LiRecDT3. O ion Mg2+
esta destacado por uma esfera verde, nao presente na LiRecDT3 pela predicéo.
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Continuag&o da Figura 20 - ANALISES ESTRUTURAIS DAS TOXINAS LiRecDT1H12A, LiRecDT1,
LiRecDT2 E LiRecDT3. Em azul claro esta o aminoacido que foi mutado para uma Alanina para
que a proteina perdesse a sua atividade. (B) LiRecDT1H12A. Em todas as figuras os loops
catalitico, flexivel e variavel estdo representados pelas cores azul, vermelho e verde
respectivamente. Em vermelho e amarelo estdo os aminoacidos que participam na coordenacéo do
on Mgz+. Em azul e amarelo estdo as duas Histidinas envolvidas na atividade catalitica da toxina.
Em laranja estéo as duas pontes dissulfeto (A) LiRecDT1. (C) LiRecDT2. (D) LiRecDT3. O ion Mg2+
esté destacado por uma esfera verde, ndo presente na LiRecDT3 pela predigao.
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Continuag&o da Figura 20 - ANALISES ESTRUTURAIS DAS TOXINAS LiRecDT1H12A, LiRecDT1,
LiRecDT2 E LiRecDT3. Em azul claro estd o aminoacido que foi mutado para uma Alanina para
gue a proteina perdesse a sua atividade. (B) LiRecDT1H12A. Em todas as figuras os loops
catalitico, flexivel e variavel estdo representados pelas cores azul, vermelho e verde
respectivamente. Em vermelho e amarelo estdo os aminoacidos que participam na coordenacéo do
fon Mgz+. Em azul e amarelo estdo as duas Histidinas envolvidas na atividade catalitica da toxina.
Em laranja estdo as duas pontes dissulfeto (A) LiRecDT1. (C) LiRecDT2. (D) LiRecDT3. O ion Mg2+
esta destacado por uma esfera verde, ndo presente na LiRecDT3 pela predicao.

Fizemos uma andlise comparativa entre os sitios cataliticos das isoforma
LiRecDT1 e LiRecDT3 para tentar observar se existia alguma mudanca
significativa na estrutura que forma o sitio catalitico da toxina LiRecDT3 e assim
inferir o possivel motivo para a falta do fon Mg®* quando feita a predicdo pelos

softwares utilizados (Fig. 21).
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Figura 21 - COMPARACAO E ANALISE ESTRUTURAL ENTRE OS AMINOACIDOS DO SiTIO
CATALITICO DAS TOXINAS LiRecDT1 E LiRecDT3. Representados em prata estdo os
aminoacidos pertencentes & toxina LiRecDT1, incluindo a esfera correspondente ao fon Mg®*. Em
colorido estdo sobrepostos os aminodcidos pertencentes a isoforma LiRecDT3. Em azul claro
estdo os aminoacidos E32, D34 e D91 que coordenam o ion Mgz+. Em azul séo representadas as
Histidinas 12 e 47. Em vermelho sao representados os aminoacidos D52, W230, D233 e N252. Em
rosa estao representados os aminoacidos que fazem fronteira com os aminoacidos responsaveis
pela coordenacao do ion Mg®*, estes aminoacidos tiveram substituicBes ndo conservativas. Os dois
lados da figura representam as mesmas estruturas em diferentes dngulos de viséo.

Com base na andlise mais aprofundada apresentada na figura 21, foi
possivel investigar e observar que os aminoacidos que fazem fronteira com os que
coordenam o fon Mg?* possuem substituicbes ndo conservativas em relacdo aos
aminoacidos da proteina LiRecDT1, o que poderia responder o resultado da
predicdo estrutural indicar uma diferengca maior que 2 Angstroms na disposi¢céo
dos amino&cidos que coordenam o ion Mg®* na LiRecDTS3.

Outra analise realizada com as ferramentas de modelagem estrutural foi em
relacdo as pontes dissulfeto que as fosfolipases-D de Loxosceles intermedia
possuem. Como as duas pontes dissulfeto estdo presentes em todas as isoformas
de fosfolipases-D analisadas até o0 momento, entdo partimos para uma predi¢do
do que ocorreria se duas das quatro cisteinas fossem mutadas, de forma que nao

houvesse mais conexao entre os loops catalitico e flexivel (Fig. 22).
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Figura 22 - PREDICAO DA MUTACAO NAS CISTEINAS C53 E C201 DA TOXINA LiRecDT1. Em
azul claro estéo as cisteinas mutadas na sequéncia da LiRecDT1 para Alaninas. Em laranja esta a
ponte dissulfeto das cisteinas ndo alteradas. O ion Mg2+ esta destacado por uma esfera prata
somente para representacgao.

Com a substituicdo das cisteinas nas posigbes C53 e C201 por alaninas
esperamos que ocorra conforme o que esta predito na estrutura da figura 22, ou
seja, esperamos que ndo haja mais a ligacdo entre o loop catalitico e flexivel. O
intuito dessas mutacOes seria tornar a fosfolipase-D até entdo pertencente a
classe I, uma fosfolipases-D da classe |, que sdo as que possuem somente uma
ponte dissulfeto presente no loop catalitico, assim como € a fosfolipase-D (SMase
I) de Loxosceles laeta mencionada durante a introdugdo na figura 5, e depois
submeter essa toxina mutada a ensaios bioguimicos e bioldgicos para avaliar as

modificacdes na atividade enziméatica que serdo produzidas.
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7. DISCUSSAO

Baseado nas caracteristicas da cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY,
optamos por escolhé-la para analisarmos a influéncia que ela traria na expresséo
das fosfolipases-D clonadas e ja expressadas pelo grupo, quanto a atividade
biolégica e bioquimica, pois até a presente data todas as fosfolipases-D do nosso
grupo haviam sido expressas em cepa E. coli BL21(DE3)pLysS (CHAIM et al.,
2006; da SILVEIRA et al., 2006; as SILVEIRA et al., 2007; KUSMA et al., 2008;
CHAVES-MOREIRA et al., 2009; PALUDO et al., 2009; CHAVES-MOREIRA et al.,
2011; CHAIM et al., 2011), com excecado do trabalho mais recente onde a sétima
isoforma denominada LiRecDT?7 foi clonada e expressa na cepa E. coli SHuffle T7
Express lysY, porém essa isoforma ndo passou por testes comparativos com sua
producdo na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS, pois, sua producéo e purificacdo nesta
cepa nao foi bem sucedida devido a problemas de baixissimo rendimento e alta
instabilidade apresentada quando purificada (VUITIKA et al., 2012).

A cepa E. coli BL21(DE3)pLysS possui como caracteristicas a deficiéncia em
duas proteases (lon e ompT) e a presenca de um plasmidio que codifica para a
lisozima T7, que € um inibidor natural da polimerase T7 RNA, que serve para
repressdo basal da expressédo de genes alvo, sobre o controle do promotor T7.
Porém nenhuma das caracteristicas da E. coli BL21(DE3)pLysS favorece a
formacéo de pontes dissulfeto e o dobramento correto, portanto ocorrendo assim o
dobramento espontédneo das proteinas heter6logas expressas nesta cepa, 0 que
nao garante que a formacdo correta da estrutura esta sendo fiel para cada
proteina produzida pela bactéria, o que pode levar a formacdo de corpos de
inclusdo ou até a perda ou redugdo na atividade conforme ja mencionado
anteriormente.

No trabalho de da SILVEIRA e colaboradores (2006) apOds a analise de
identidade entre as trés isoformas clonadas até a presente data, foi observado que
enquanto a isoforma LiRecDT2 apresentava uma alta identidade com a isoforma
LiRecDT1 que ficava em torno dos 90%, a LiRecDT3 por outro lado mostrou
apenas 45% de identidade em relacéo as duas toxinas recombinantes anteriores.

Interessantemente, da SILVEIRA e colaboradores (2006) ao confrontar a isoforma
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LiRecDT3 com as fosfolipases-D de outras espécies do género Loxosceles que
também haviam sido clonadas, encontraram mais similaridade desta isoforma
entre as toxinas dermonecroticas das Loxosceles laeta (AAM21156)
(FERNANDES-PEDROSA et al., 2002) e Loxosceles boneti (AAT66074) (RAMOS-
CERRILLO et al., 2004) do que com as isoformas da sua prépria espécie.

Dentre todas as isoformas produzidas pelo grupo a LiRecDT1 € a que
apresentou maior rendimento final apos a etapa de purificacdo, sendo obtido 3
mg/L para LiRecDT2 e 2,7 mg/L para LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006), 2,8
mg/L para LiRecDT4 e 2,6 mg/L para LiReCDT5 (da SILVEIRA et al., 2007) e 2,9
mg/L para LiRecDT6 (APPEL et al., 2008).

Comparando o resultado das expressbes dos testes de miniexpressao
realizados com as proteinas LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A
podemos relatar as seguintes informacdes: a partir do tempo de 1 hora (1h) a
banda correspondente as toxinas recombinantes ja apresentava maior visibilidade
no gel da E. coli SHuffle T7 Express lysY quando comparada ao da E. coli
BL21(DE3)pLysS (Figuras 10 e 11), revelando que a repressdo basal estava
sendo menos efetiva na nova cepa. No entanto, na coluna do sobrenadante (S) de
ambas cepas ja ndo se observou um aparente aumento na quantidade de proteina
solavel presente, visto que o esperado se comparado com o tempo de expressdo
de 4 horas (4h) era de uma quantidade acima da resultante no sobrenadante. Isso
nos leva a crer que parte da expressao ficou em corpos de inclusdo, portanto ndo
estando soluvel apés o processo de lise bacteriana.

Corpos de inclusdo sdo o conjunto de agregados de proteinas que podem
ser formados durante a expressdo decorrente de situagbes como: altissima taxa
de expressdo da proteina recombinante dentro do citoplasma da célula,
desfavorecendo o ambiente intracelular e prejudicando dobramento correto das
proteinas (SORENSEN e MORTENSEN, 2005), composi¢cdo do meio de cultura,
temperatura de crescimento e a disponibilidade de chaperonas (VENTURA e
VILLAVERDE, 2006). Entretanto, a quantidade de proteina sollavel para a
purificagcdo néo foi prejudicada a ponto de ser necessério fazer modificagbes nos

padrdes de expressao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fernandes%20Pedrosa%20Mde%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12419302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramos-Cerrillo%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15450925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramos-Cerrillo%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15450925
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Quando fazemos uma comparagdo entre os géis da E. coli SHuffle T7
Express lysY das isoformas LiRecDT2 e LiRecDT3, com os produzidos pela E. coli
BL21(DE3)pLysS no trabalho de da SILVEIRA e colaboradores (2006), podemos
notar que existe uma diferenca na banda da coluna dos sobrenadantes.

Podemos observar na figura da purificacdo que a banda correspondente ao
sobrenadante da isoforma LiRecDT2 é mais expressiva que a da isoforma
LiRecDT3, o que no caso da expressdo com a cepa E. coli SHuffle T7 Express
lysY mostrou um resultado aparentemente diferente (Figura 10), onde a banda do
sobrenadante da isoforma LiRecDT3 mostra-se mais aparente se igualando em
intensidade com o da LiRecDT2. Devido a este resultado era esperado que a
purificacdo da toxina LiRecDT3 tivesse algum ganho de rendimento em relagéo a
isoforma LiRecDT2, diferente dos rendimentos ja registrados para as duas
isoformas produzidas anteriormente na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS.

Como ja era esperado, os resultados obtidos para os testes de
miniexpressao foram reproduzidos nas expressdes em larga escala, resultando
em quantidades de proteinas recombinantes solUveis ap0s o processo de lise
mecanica pela Prensa de French, que foram passiveis de purificacdo por
cromatografia de afinidade nas suas condigfes nativas.

Um fator que deve ser registrado foi a diferenca de tempo de crescimento
para atingir a D.O de inducdo de ambas as cepas durante as expressées em larga
escala. Enquanto a E. coli BL21(DE3)pLysS levou em média 3 horas e meia para
atingir uma D.O entre 0.4 e 0.5, a cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY levou em
média mais de 6 horas para atingir a mesma D.O. O mesmo também havia sido
percebido durante os testes de miniexpressao, porém com menores diferencas de
tempo.

De acordo com uma informacdo da empresa New England Biolabs
(http://66.155.211.155/nebecomm/products_intl/fagproductC3029.asp) foi
observado que a cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY possui uma fase lag mais

longa do que sua variante selvagem.
Na fase lag inicialmente o numero de células ndo aumenta, pois, ao

encontrar-se em um novo ambiente as células precisam de um tempo para se


http://66.155.211.155/nebecomm/products_intl/faqproductC3029.asp

96

ajustar. Elas ainda podem precisar sintetizar novas enzimas, reparar qualquer
dano celular e iniciar a replicacao plasmidial ou cromossomal.

A producéo de grandes quantidades de proteina, na base de miligramas para
estudos estruturais e funcionais, requer uma eficiente purificacdo (DONNELLY et
al., 2006). Normalmente, a purificacdo de proteinas é facilitada por adicdo de
caudas de fuséo, o que permite a purificacdo por cromatografia de afinidade a ions
metalicos, e como ja dito anteriormente as toxinas recombinantes produzidas
neste trabalho (LiIRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1H12A) foram
clonadas em pET-14b (Novagen), que € um vetor que insere uma cauda de 6
histidinas na por¢cdo N-terminal das proteinas que permite a purificacdo destas em
uma Unica etapa de cromatografia de afinidade ao metal niquel (Ni*?).

ApoOs vérias tentativas mal sucedidas de purificacdo das proteinas
produzidas na cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY, optamos por alterar um dos
passos de purificacdo, aumentando a estringéncia da etapa de lavagem na coluna
para conseguirmos obter proteinas 0 mais puras possivel e ao mesmo tempo
diminuimos a quantidade de resina utilizada para auxiliar ainda mais na prevencao
da ligacdo de contaminantes.

Podemos notar na tabela de rendimentos (Tabela 3) que as proteinas
recombinantes quando purificadas a partir da producéo na cepa E. coli SHuffle T7
Express lysY apresentaram rendimento praticamente 50% mais baixo quando
comparadas com o rendimento das produzidas pela cepa E. coli BL21(DE3)pLysS.

Isso pode ser atribuido a fatores como o crescimento mais lento da cepa E.
coli SHuffle T7 Express lysY que foi observado, onde no tempo final da expressao
apresentou uma D.O de crescimento mais baixa, sendo em média entre 0.9 e 1.0,
enquanto que a D.O final apds expressdo na cepa E. coli BL21(DE3)pLysS ficou
em meédia 1.2, e também devido a diminuicdo da quantidade de resina na etapa de
purificacdo que pode ter contribuido para ligacdo da menor quantidade de proteina
recombinante produzida a partir da E. coli SHuffle T7 Express lysY.

Apés a purificacdo das 8 proteinas recombinantes o primeiro ensaio
realizado acabou gerando uma nova indagagao, pois no gel ndo redutor foi

possivel constatar a presenca de agregados proteicos para todas as isoformas de
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ambas as cepas, agregados estes que foram confirmados pelo ensaio de western
blot realizado na sequéncia que teve o intuito de verificar se os agregados vistos
no gel ndo redutor do ensaio anterior realmente pertenciam as toxinas
recombinantes produzidas, e ndo a contaminantes presentes nos purificados
obtidos, embora o gel redutor ja nos tivesse indicado que os agregados de cada
isoforma pertenciam a uma Unica proteina.

A nova duvida gerada foi em relacdo a qual das formas apresentadas no gel
nao redutor possui mais atividade.

O papel da dimerizacdo ainda ndo é bem elucidado devido a escassez de
dados biofisicos sobre esse assunto, sendo as enzimas a classe de proteinas
mais bem caracterizadas nesse sentido (MARIANAYAGAM et al., 2004).

A hemoglobina com certeza é o caso mais conhecido de auto-associacao de
proteinas.

A dimerizagdo ou oligomerizacdo de proteinas € um fenbmeno comum e
muitas vezes promove maior estabilidade e aumento de atividade enzimatica pela
concentracdo do sitio ativo das proteinas, porém, este mesmo processo pode
levar a sua inativagdo (MARIANAYAGAM et al., 2004).

Segundo a base de dados sobre enzimas BRENDA, a maioria das enzimas
se apresenta na forma de homo-oligdmeros e o0 mesmo é observado levando em
consideracdo somente as enzimas humanas. Ja foi reportado que esses
processos de dimerizacdo e oligomerizacdo sdo o fator chave para mediacédo e
regulacdo da expressdo de genes, atividade de enzimas, canais de ions,
receptores e processos de adesdo celular (MARIANAYAGAM et al.,, 2004;
HASHIMOTO et al., 2011). E no nosso caso trouxemos a tona a possibilidade de
gque esses agregados possam ser o fator chave para mediacdo e regulacéo da
atividade das fosfolipases-D recombinantes.

Dizemos isso para os casos das fosfolipases-D recombinantes, pois, ainda
ndo verificamos a presenca destes dimeros de fosfolipases-D no veneno bruto das
aranhas do género Loxosceles, portanto ndo podemos afirmar que o0 mesmo

ocorre para as proteinas nativas do veneno.
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O proximo passo foi a realizacdo do imunoensaio de ELISA onde néo
verificamos diferencas significativas nos picos de absorbancia.

A investigacdo de epitopos presentes na estrutura de uma proteina € uma
excelente estratégia para a producdo de soros e vacinas. Possibilitando desta
maneira o desenvolvimento de imunobiolégicos contendo somente o determinante
antigénico com o potencial de gerar resposta imune, excluindo-se a porgéo da
proteina responsavel por efeitos téxicos (SENFF-RIBEIRO et al., 2008).

Contudo, o uso de anticorpos produzidos para reconhecer toxinas
especificas e ou venenos brutos totais ndo se limita a identificar e desenvolver
antissoros ideais visando uma eficiente neutralizacdo dos efeitos do
envenenamento. Muitos estudos buscam detectar os epitopos responséaveis pela
ligacdo de anticorpos, ou ainda, aprofundar o conhecimento sobre as bases
moleculares que permitem a ligacdo antigeno-anticorpo. Outros, ainda buscam o
desenvolvimento de imunodiagnosticos faceis, rapidos e especificos, com
possibilidade comercial. Portanto, anticorpos policlonais e/ou monoclonais s&o
bioferramentas cientificas que permitem diferentes aplicacdes nas areas cientifica
e biomédica. Atualmente, os anticorpos sdo amplamente utilizados em diferentes
areas da ciéncia com os mais diversos objetivos de investigacdo (BUCH et al.,
2012).

Os determinantes antigénicos ou epitopos podem ser: conformacionais
(descontinuos) e ou lineares (continuos). Os epitopos conformacionais sao
estruturas reconhecidas compostas por segmentos proteicos descontinuos na
sequéncia de aminoacidos do antigeno, mas continuos na estrutura tridimensional.
O epitopos lineares sdo compostos por fragmentos Unicos da cadeia polipeptidica,
podem ser acessiveis aos anticorpos em uma proteina nativa dobrada, mas
frequentemente, o0s determinantes lineares podem ser inacessiveis na
conformacao nativa e surgir apenas quando a proteina € desnaturada (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2012).

Anticorpos ou imunoglobulinas sédo glicoproteinas produzidas por um
organismo em resposta a presenca de moléculas estranhas no corpo. S&o

responsaveis pelo reconhecimento de antigenos, papel fundamental para o
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adequado desenvolvimento da resposta imune de organismos vertebrados. Os
anticorpos sao sintetizados principalmente por células do plasma e diferenciados
por células da linhagem de linfécitos B (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2012;
JANEWAY et al., 2007). A imunoglobulina G é a principal classe de molécula de
anticorpo e € uma das mais abundantes no soro. As imunoglobulinas G séo
formadas por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, ligadas entre si por
pontes dissulfeto. Cada cadeia pode ser dividida em regides constantes e
variaveis (LEHNINGER, NELSON e COX, 2011; ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,
2012). Sdo moléculas grandes, com peso molecular de aproximadamente 150 kDa
(cadeia pesada aproximadamente 50kDa e cadeia leve 25 kDa) (JANEWAY et al.,
2007) A ligacdo antigeno anticorpo apesar de nao covalente é forte e, em geral,
bastante especifica. Esta forte interacdo € gerada por pontes de hidrogénio,
ligacBes eletrostéticas, hidrofébicas e forcas de Van der Waals (ROITT et al.,
2006).

Na literatura podemos encontrar diversos estudos visando a producao de
anticorpos para a neutralizacdo do efeito toxico dos venenos das aranhas do
género Loxosceles, entre estes estudos podemos citar 0 mais antigo que € o de
REES e colaboradores (1984) onde ja se falava sobre um anticorpo que inibia as
atividades dermonecrotica e esfingomielinasica do veneno da Loxosceles reclusa,
GUILHERME e colaboradores (2001) e ALVARENGA colaboradores (2003)
produziram anticorpos monoclonais e avaliaram a capacidade de neutralizacdo de
cada um frente ao veneno da prépria espécie e de diferentes espécies do género
loxosceles. Em 2008 de ALMEIDA e colaboradores usaram uma fosfolipase-D
recombinante para produzir um soro antiloxoscélico com o intuito de avaliar sua
eficiéncia em comparagdo com o soro antiaracnidico ja produzido e utilizado no
Brasil.

FELICORI e colaboradores (2006 e 2009) verificaram a capacidade de
peptideos sintéticos produzirem imunogenicidade quando aplicados isoladamente
ou em combinacdo. OLVERA e colaboradores (2006) apontaram para a
possibilidade da producdo de soro antiloxoscélico polivalente a partir da

combinacéo de diversas fosfolipases-D recombinantes de diferentes espécies de
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Loxosceles. O estudo mais recente de MOURA e colaboradores (2011) mostrou
que a producdo de mimotopos também € alternativa que pode ser usada na
imunizacao para a neutralizacdo do veneno de aranhas do género Loxosceles.

Além do uso na producéo de anticorpos também é de conhecimento que as
fosfolipases-D possuem atividade sobre diferentes tipos de fosfolipidios. LEE e
LYNCH (2005) j& haviam demonstrado bioquimicamente que as toxinas
dermonecréticas sado capazes de hidrolisar lisoglicerofosfolipidios e
esfingofosfolipidios gerando acido lisofosfatidico (LPA) e ceramida-1-fosfato
(C1P). Recentemente, CHAIM e colaboradores (2011b) demonstraram que a
isoforma de fosfolipase-D recombinante de L. intermedia LiRecDT1 além de
hidrolisar o fosfolipidio esfingomielina com eficiéncia, também ¢é capaz de
hidrolisar os fosfolipidios fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilcolina
assimeétrico,  fosfatidilserina, lisofosfatidilcolina. CHAVES-MOREIRA e
colaboradores (2011) demonstraram que isoforma LiRecDT1 de L. intermedia
além de hidrolisar os lipideos sintéticos ela também foi capaz de hidrolisar os
lipideos obtidos diretamente da membrana plasmatica de eritr6citos humanos,
além disso foi novamente demonstrado os diferentes niveis de atividade
esfingomielinasica que cada uma das seis isoformas utilizadas possui, mais a
proteina mutada LiRecDT1H12A.

CHAVES-MOREIRA e colaboradores 2009 comprovaram que a acgao
enzimatica das fosfolipases-D de Loxosceles intermedia possui agcdo hemolitica
direta sobre eritrocitos humanos e ndo humanos, sem a participagdo do sistema
complemento. Também foi verificado que essa acdo é tempo e concentracao
dependente e que ela corresponde aos niveis de atividade enzimética verificados
no ensaio de atividade esfingomielinasica, sendo a LiRecDT3 a menos hemolitica
das proteinas avaliadas, depois da isoforma mutada LiRecDT1H12A.

Por este motivo esse ensaio celular foi o escolhido para avaliarmos as
atividades de todas as toxinas recombinantes produzidas neste trabalho e
confrontar os resultados obtidos, visto que os resultados assim como demonstrado
por CHAVES-MOREIRA e colaboradores 2009 seriam correspondentes aos niveis

de atividade de cada fosfolipase-D recombinante utilizada. Entretanto, nem o
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ensaio de atividade esfingomielinasica ou de atividade hemolitica apresentaram
mudancas estatisticamente significantes no nivel de atividade catalitica das
enzimas aqui comparadas.

Assim, todos os resultados anteriores indicam que apesar de a cepa E. coli
SHuffle T7 Express lysY possuir um ambiente citosolico menos redutor e a
presenca de uma chaperona para auxiliar no dobramento correto das proteinas e
a formacdo correta das pontes dissulfeto, as toxinas LiRecDT1, LiRecDT2,
LiRecDT3 E LiRecDT1 H12A no processo final estdo permanecendo com a
mesma atividade.

Este resultado é importante porque podemos reforcar que as fosfolipases-D
testadas neste trabalho que até entdo sempre haviam sido produzidas na cepa E.
coli BL21(DE3)pLysS sdo capazes de adquirir espontaneamente uma
conformacao estrutural que lhes permite serem ativas, mesmo sem ter oS mesmos
refinamentos presentes na cepa E. coli SHuffle T7 Express lysY.

E importante ressaltarmos, no entanto, que este resultado n&o valida a cepa
E. coli SHuffle T7 Express lysY como ineficiente para o uso de um modo geral,
pois ja foi mostrado que para outras proteinas com a presenca de multiplas pontes
de sulfeto ndo consecutivas essa cepa foi capaz de auxiliar na formagéo das
pontes, aumentar o rendimento da purificacdo e a atividade de proteinas que
guando produzidas em outras cepas sem o mesmo refinamento apresentavam
caracteristicas rendimento inferiores, reducdo e até mesmo falta de atividade
(LOBSTEIN et al.,, 2012). Portando, o resultado mostra que para as proteinas
utilizadas, esta cepa embora com seus refinamentos, ndo modificou a atividade ou
solubilidade das proteinas, pois estas aparentemente ja o sdo capazes de adquiri-
las de forma espontanea.

Somente estudos biofisicos como, por exemplo, a cristalografia ou dicroismo
circular poderiam nos dar respostas mais conclusivas sobre a estrutura dessas
proteinas para efeito de comparacéao.

Como néo foi possivel verificar nenhuma modificagdo de atividade ou nos
epitopos em todos os ensaios realizados, partimos para a predigdo das estruturas

das toxinas recombinantes utilizadas neste trabalho com o intuito de tentar
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entender principalmente o porqué da isoforma LiRecDT3 possuir uma atividade
catalitica tdo residual, mudando o foco de comparagcfes entre mesmas proteinas
produzidas em cepas diferentes para comparacOes estruturais entre as diferentes
isoformas.

Essas predi¢cdes foram interessantes por que a LiRecDT3 € uma toxina que
apresentou atividade catalitica residual em todos os trabalhos realizados com esta
toxina, bem abaixo da atividade das demais, chegando préximo da atividade
guase nula da toxina mutada inativa LiRecDT1H21A conforme ja relatado no inicio
e novamente demonstrado nos ensaios comparativos realizados neste trabalho.

A predicdo apontou para a possibilidade do fon Mg?* ndo estar presente no
sitio catalitico da LiRecDT3 devido a uma diferenca em distancia de mais de 2
angstroms entre os aminoacidos que estabilizam esse metal nas outras isoformas.
Se a predicdo estiver correta e o fon Mg®* realmente nao tiver estabilidade no sitio
catalitico, isso ajudaria a explicar o motivo da sua baixa atividade catalitica.

Para confirmarmos estd hip6tese dada pela predicdo a solucdo final para
este guestionamento seria a cristalizacdo e solucdo da estrutura da toxina
LiRecDT3 para que assim possamos ter certeza de quais modificacbes ocorreram
na estrutura desta isoforma, e se realmente o fon Mg? ndo estd presente
estavelmente devido a mudancas estruturais dos aminoacidos que o coordenam
nas outras fosfolipases-D de Loxosceles intermedia.

Para fazermos tais andlises essa toxina ja estd sendo cristalizada em
colaboragdo com o Centro Multiusuario de Inovacdo Biomolecular, do
Departamento de Fisica da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Séao Josée
do Rio Preto, onde muito provavelmente futuramente outras isoformas também
serdo cristalizadas e terdo suas estruturas resolvidas. A cristalizagdo é importante,
pois ferramentas de predicdo como as utilizadas neste trabalho séo Uteis para a
analise molecular das proteinas, porem toda ferramenta de predicdo ndo garante
100% de confiabilidade no resultado apontado.

Outros estudos que poderiam ser conduzidos para elucidagdo do papel de
cada aminoacido na estrutura da proteina, seria a conducdo de mutacdes sitio

dirigidas assim como a realizada no trabalho de KUSMA e colaboradores (2008),
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fazendo mutacdes aleatorias nos aminoacidos envolvidos na coordenacéo do ion
Mg** e nos demais amino&cidos que pertencem ao sitio catalitico das fosfolipases-
D.

Por fim, consideramos que este trabalho teve grande relevancia no sentido
de mostrar que as fosfolipases-D recombinantes sdo capazes de adquirirem sua
conformacdo correta espontaneamente. Alguns resultados também foram
relevantes no sentido de que geraram novas hipéteses que virdo a serem
estudadas e que muito provavelmente nos levardo a melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos na atividade das fosfolipases-D, bem como a atuacédo de

cada aminoacido na estrutura e atividade destas enzimas.

8. CONCLUSAO

As fosfolipases-D da espécie Loxosceles intermedia possuem a sua
estrutura catalitica e pontes dissulfeto conservadas em todas as isoformas
estudadas até a presente data. Mesmo possuindo estas caracteristicas de
conservacao, estas toxinas possuem diferentes niveis de atividade catalitica e
biolégica, levando ao questionamento sobre quais fatores contribuem como isso.

O uso da cepa de expressdo E. coli SHuffle T7 Express lysY, produziu
resultados satisfatérios quanto a viabilidade do uso desta nova cepa como
ferramenta para a expressdo em larga escala, e para purificacdo das toxinas
LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e LiRecDT1 H12A, porém, em comparacdo com
a cepa E. coli BL21(DE3)pLysS ela possui a desvantagem de apresentar
crescimento mais lento, levando ao rendimento final apds a purificacdo
aproximadamente 50% mais baixo, fator este somado as modificacdes nos
protocolos que foram necessarias para se obter as toxinas puras a partir desta
nova cepa.

Todos os ensaios de cunho bioquimico e biologico realizados demonstraram
que a producdo das fosfolipases-D recombinantes na cepa E. coli SHuffle T7
Express lysY ndo apresentou modificacdo significante nos niveis de atividade

enzimatica e tampouco apresentou modificacdo aparente na estrutura das
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enzimas, sendo entdo a cepa E. coli BL21(DE3)pLysS ainda a melhor escolha
para a producédo das fosfolipases-D de Loxosceles intermedia, por este e pelos
motivos anteriormente expostos.

A confirmacdo da presenca de auto-associacdo das fosfolipases-D
acarretando na formacao de dimeros, trimeros e oligbmeros, levou a indagacao
sobre qual das formas apresentadas possui maior atividade ou se a mesma
permanece inalterada independentemente do nivel de associacao entre elas.

Além disso, o uso de ferramentas de bioinformatica para analise molecular
das toxinas foi produtivo, pois gerou novas discussdes sobre as possiveis
modificacdes nas estruturas das fosfolipases-D que precisam ser analisadas para
um melhor entendimento das suas atividades serem diferenciadas dentro de um
mesmo grupo de isoformas, principalmente no caso da toxina LiRecDT3 onde
esperamos ter respostas mais concretas apés a cristalizacdo e solucéo estrutural
desta toxina que ja esta em andamento.

Contudo, apesar de as fosfolipases-D serem as toxinas mais bem estudadas
e caracterizadas dentro da complexa mistura de moléculas do veneno das
aranhas do género Loxosceles, muito ainda precisa ser estudado sobre suas
estruturas e a participacdo que cada aminoacido tem, seja na sua atividade
biolégica ou catalitica.

Esperamos que com o0s resultados deste e dos proximos trabalhos,
possamos produzir isoformas cada vez mais ativas e assim emprega-las na
industria e em diversos usos como ferramentas biotecnolégicas que venham a

favorecer futuras pesquisas e a sociedade de modo geral.
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