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Resumo

Séo notificados, em varios paises, a alta morbidade e mortalidade, especialmente
em criancgas, devido a picadas de escorpides. Tityus serrulatus, considerado o escorpido
mais perigoso no Brasil, produz um veneno potente e sua picada representa uma ameaca
grave & saude publica. A toxina Tsl do escorpido amarelo T. serrulatus é uma f-
neurotoxina que atua em canais para Na*. E a principal toxina da peconha e apresenta
grande importancia no processo de envenenamento. O nosso grupo esta envolvido na
pesquisa de novos imunogenos da peconha de Tityus serrulatus e vem buscando entender
melhor a producdo de anticorpos neutralizantes a fim de desenvolver um soro
antiescorpidnico mais especifico e eficaz. Neste contexto, o presente estudo propGe
avaliar o potencial imunogénico da toxina Tsl da peconha de T. serrulatus através da
producdo de soro neutralizante a partir de sua forma nativa e recombinante (com quatro
copias em tandem — Ts1-4). Para isso, a toxina Ts1 nativa foi purificada da peconha bruta
por processo de cromatografia liquida de troca catidnica. A toxina recombinante Ts1-4
foi expressa em sistema pET, sob a forma de corpos de inclusdo. Coelhos foram
imunizados com estes imunogenos e o soro obtido foi avaliado quanto a seu poder de
neutralizacdo frente a peconha bruta. Foi observado que o soro produzido contra a toxina
Ts1 nativa possui anticorpos neutralizantes capazes de proteger in vivo 25% dos animais
desafiados com 2 DLso da peconha bruta de T. serrulatus. O soro produzido contra a
toxina recombinante Ts1-4 possui anticorpos neutralizantes que protegeram in vivo 100%
dos animais desafiados com 2 DLso da toxina nativa e 12,5% dos animais desafiados com
2 DLso da peconha bruta de T. serrulatus. O avango mais importante obtido a partir deste
trabalho foram as informacdes acerca da capacidade de producdo de anticorpos que
neutralizam a toxina Ts1 nativa, que ainda ndo tinha sido estudado neste contexto. Os
resultados descritos neste trabalho reforcam a importancia da geracdo de novos

imundgenos para producdo de um melhor soro anti-escorpiénico.



Abstract

High morbidity and mortality rates due to scorpion envenomation are notified in
many countries, especially involving children. Tityus serrulatus is considered the most
dangerous scorpion in Brazil. It produces a powerful venom and its sting represents a
grave threat to public health. Ts1 is the main venom toxin and it is very important in the
process of envenomation. Our group is engaged in the research of new T. serrulatus
venom immunogens, aiming towards a better understanding of neutralizing antibodies
production to develop a more specific and effective antiscorpionic serum. In this context,
the present study proposes to evaluate the immunogenic potential of Tsl1 toxin from T.
serrulatus venom through the production of neutralizing serum from its native and
recombinant form (four copies in tandem, Ts1-4). Therefore the native Tsl toxin was
purified from the crude venom using a cation exchange liquid chromatography process.
Ts1-4 recombinant toxin was expressed in the pET system, forming inclusion bodies.
Rabbits immunized with the cited immunogens and the neutralizing power of the obtained
serum was evaluated against crude venom. The anti-native Ts1 serum has neutralizing
antibodies capable of protecting 25% of animals challenged with 2 DLso of T. serrulatus
crude venom. The anti-Ts1-4 serum has neutralizing antibodies capable of protecting
100% of animals challenged with 2 DLs of native Ts1 and 12,5% of animals challenged
with 2 DLsp of T. serrulatus crude venom. The most important progress was the
information about the production of serum containing neutralizing antibodies against
native Tsl, which had not been acessed yet. The results of this work reinforce the

importance of yielding new immunogens to improve antiscorpionic serum production.
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1. Introdugao

1.1 Escorpioes

1.1.1 Distribuicdo geografica e classificacdo geral

Os escorpides séo organismos interessantes devido a seu tempo de evolucao, sua
importdncia médica e a presenca, em sua peconha, de uma grande variedade de
componentes biologicamente ativos, principalmente toxinas que interagem com canais

ibnicos e sdo nocivas a varios organismos, inclusive ao homem.

Os primeiros escorpiGes surgiram na Terra ha cerca de 450 milhdes de anos.
Apesar do grande tempo de existéncia, esses animais apresentam morfologia conservada,
de modo que a diversificacao taxonémica desse grupo nao foi acompanhada por nenhuma
grande revolucdo na arquitetura corporal. Esses animais apresentam ampla distribuicdo
geogréfica e sdo encontrados na maioria dos habitats terrestres (florestas tropicais,
pradarias, savanas, florestas temperadas, cavernas e até mesmo montanhas cobertas de
neve), estando ausente apenas na Antartida. Isso se deve a uma série de adaptacdes,
incluindo baixa perda de agua cutanea, atividade noturna e a baixa taxa metabdlica que
estes organismos apresentam. Assim, o grande sucesso desses artropodes esta relacionado
a plasticidade e adaptabilidade da sua histéria de vida, ecologia, fisiologia e

comportamento (Polis, 1990).

Os escorpides pertencem a classe Arachnida, ordem Scorpionidae que
compreende 6 superfamilias, divididas em 13 familias que por sua vez compreendem 55
géneros e aproximadamente 1600 espécies e subespécies. Entre as familias de escorpides
mais exploradas, destaca-se a Buthidae, por apresentar todas as 25 espécies
potencialmente perigosas ao homem distribuidas em quatro subfamilias: Isometrinae,

Buthinae, Centrurinae e Tityinae (Burchel, 1971).

A familia Buthidae compreende aproximadamente 500 espécies, das quais 0S
diferentes géneros possuem distribuicdo bastante diversificada. Por exemplo,

Androctonus, Leiurus, Buthus e Heterometrus estdo localizados no Velho Mundo,
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principalmente no norte da Africa, Oriente Médio e india. O género Parabuthus é
encontrado no sul da Africa, o Centruroides esta distribuido na regido dos Estados
Unidos, México e América Central, e o género Tityus em Trinidad e Tobago e América
do Sul, principalmente Brasil, Venezuela, Coldmbia e Argentina (Figura 1) (Possani et
al., 1999).

Ang roc\tonus, L8
Buthus, Buthotu
Mgterothetrus
Centruroides
Tityus

Figura 1: Distribuicio Geografica de alguns géneros da familia Buthidae. Androctonus, Leiurus, Buthus
e Heterometrus estdo presentes no norte da Africa, Oriente Médio e india. Parabuthus no sul da Africa, Centruroides
na regido dos Estados Unidos, México e América Central e Tityus em Trinidad e Tobago, Brasil, Venezuela, Colémbia
e Argentina. Representagdo: Barbara Mendes

As espécies de escorpifo mais peconhentas sdo Buthotus tamulus da india, Leiurus
quinquestriatus e Androctonus crassicauda do Norte da Africa e Oriente Médio, Tityus

serrulatus do Brasil e Centruroides suffussus do México (Simard & Watt, 1990).
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1.1.2 Género Tityus: espécies peconhentas no Brasil

No Brasil, onde existem cerca de 160 espécies de escorpides, as responsaveis

pelos acidentes graves pertencem ao género Tityus que tem como caracteristica, entre

outras, a presenca de um espinho sob o ferrdo (Ministério da Saude Brasil, 2009).

Os representantes do género Tityus responsaveis por acidentes com humanos no

Brasil sdo Tityus serrulatus, 0 mais importante, seguido por T. bahiensis e T. stigmurus.

A medida que aumenta o nimero de noticagdes, espécies como T.obscurus e T. trivittatus

comegam a se configurar como importantes causadoras de acidentes (Ministério da Satde

Brasil, 2009). A classificacdo dos escorpides do género Tityus esta representada na Figura

2.

Reino:
Animalia
Filo:
artropoda
Subfilo:
Chelicerata
Classe:
Arachnida
Ordem:
SoDrpiones
Superfamilias:

Buthoidea @]

Chasriloidea
Chactoidea
luroidea
Soorpicnoides
Peeudochactoidea

[~ Familia: MGEneros:
Buthidae s— Algyotityus
Chaerilidae Androctonus
Chactidaes Anomaolobuthus
Escorpiidas Bobyourus
Superstitionidas Buthacus
'I.I'aejcn,rid.ae BUﬁlDI-C-D.I‘p.iE
Caraboctonidas Buthus
luridae Centruroides
Bothriuridas Comprobuthus
Linchelidae Grosphus
Soorpionidae Hottentotte
Urodacidas Izometrus
Peeudochactidas Krgepelinig

Leiurus
Liohuthus
Lychgs
Mesobuthus
NMicrortityus
Odontoabuthus
Crthachirus
Parshuthus
Rhopolurus
Tityus @
Wiachoniolus

| Zahius

[ Espécies:
Tityus grellonoparmai
Tityus bohisnsis
Tityus boconasnsis
Tityus abscunus
Tityus clathrius
Tityus costatus
Tityus dizcrepans
Tityus faloonensiz
Tityus fosciolytus
Tityus funestrus
Tityus gonzalezspongai
Tityus imei
Tityus isgbeloecilios
Tityus mognimanus
Tityus nematachine
Ty Us Reospartonus
Tityus nororsntals
Tityus pechyrs
Tityus perjanensis
Tityus petiien
Tityus pococki
Tityus quirogos
Tty Us BenGrensis
Trtyus serrulatus
Tityus simansi
Tityus stigm
Tityus tunitotis
Tityus ot

| Tityus zulignus

Figura 2: Classificacdo de escorpifes do género Tityus, responsdvel pela maior incidéncia de

escorpionismo no Brasil e pelos casos de maior gravidade. Destaque para as espécies T. bahiensis, T.cambridgei , T

serrulatus ,T. stigmurus, e T. trivittatus, representantes do género de importancia médica no Brasil. Fonte: Marcussi et

al. (2011), adaptado por Barbara Mendes.
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Tityus bahiensis (Perty, 1833), conhecido como escorpido marrom, possui corpo
e cauda de coloracdo marrom escuro, as vezes até avermelhada e pernas marrom
alaranjadas com manchas em um marrom mais escuro. O macho apresenta médos bem
dilatadas (Figura 3). Pode ser encontrado no Sul, Sudeste, parte do Centro-Oeste e
Nordeste, limitando-se aos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, S0 Paulo, Mato
Grosso do Sul, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Trata-se de uma espécie
nativa da cidade de S&o Paulo, sendo o escorpido que causa acidentes mais frequentes
nesta capital, contudo os acidentes raramente sdo fatais, mesmo para criangas (Bucaretchi
et al., 1995). Em 2010 foram registrados 6790 acidentes por escorpides em Sao Paulo

sendo que apenas uma caso evoluiu para 6bito (Ministério da Saude Brasil, 2012).

Figura 3: Escorpido da espécie Tityus bahiensis. Popularmente conhecido como escorpido marrom e
responsavel por acidentes graves principalmente no estado de Sao Paulo. Fonte: http://fiocruz.br

Tityus obscurus (Guerrero-Vargas, 2012), popularmente conhecido como
escorpido preto, apresenta coloracdo totalmente negra (Figura 4). Ocorre na regido
amazonica, principalmente no Para e Amapa. E considerada espécie sindnima de Tityus
paraensis (Kraepelin, 1896) (Lourenco et al., 2008). O macho apresenta uma cauda e 0s
palpos mais longos e finos que o da fémea. Ha poucos relatos de acidentes com essa
espécie, contudo sua peconha vem sendo extensivamente estudada por alguns
pesquisadores. Atualmente, encontram-se depositadas no banco de dados 41 toxinas
desta pegonha, com grande destaque para toxinas bloqueadoras de canais para potassio
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=txid184226[Organism:noexp] (Acesso
23/04/2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=txid184226%5bOrganism:noexp
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Figura 4: Escorpido da espécie Tityus cambridgei. Popularmente conhecido como escorpido preto e
habitante da regido amaz6nica. Fonte: http://venomlist.com

Tityus stigmurus (Thorell, 1876) conhecido como escorpido amarelo do Nordeste,
assemelha-se ao T. serrulatus nos habitos e na coloracdo, porém apresenta uma faixa
escura longitudinal na parte dorsal do seu mesossoma, seguido de uma mancha triangular
no prossoma (Figura 5). E a espécie que causa mais acidentes no Nordeste, presente em
Pernambuco, Bahia, Ceara, Piaui, Paraiba, Alagoas, Rio Grande do Norte e Sergipe. A
maioria dos envenamentos é considerado leve com auséncia de letalidade das vitimas
(Silva et al.,2000)

L NSRRN

Figura 5: Escorpido da espécie Tityus stigmurus. Conhecido como escorpido amarelo do Nordeste. Fonte:

http:// pinoypetfinder.com

Tityus trivitattus (Kraepelin, 1898), apresenta coloracdo amarelo-escuro ou

marrom claro, com trés faixas longitudinais quase negras (Figura 6). Distribui-se por
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quase toda regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais, sendo encontrado no Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul.
Habita regibes urbanizadas e sua moradia estende-se por galerias de esgoto, buracos,
fossas e esconderijos subterraneos. Acidentes com essa espécie sdo pouco notificados,
embora seja uma das espécies mais importantes do ponto de vista médico. A inoculagéo
da peconha causa dor intensa na regido da picada, os quadros de susceptibilidade aguda
podem ser acompanhados de hipertensdo, problemas psicomotores e taquicardia. O
envenenamento raramente resulta em morte do paciente, casos fatais encontram-se
associados principalmente a pessoas com problemas cardiacos. O escorpionismo na

Argentina é produzido por T. trivittatus (Parma, 2006)

Figura 6: Escorpido da espécie Tityus trivittatus. Fonte: http://incaudavenenum.e-monsite.com

1.1.2.1 Tityus serrulatus

Tityus serrulatus (Lutz e Mello Campos, 1922), popularmente conhecido como
escorpido amarelo, é a espécie brasileira de maior importancia médico-cientifica.
Apresenta coloragdo amarelo claro com tronco, dedos e Ultimo segmento da cauda escuros
(Figura 7). O nome desta espécie refere-se a uma serrilha de 3 a 5 dentes que possuem no

guarto segmento da cauda (Barraviera, 1999).

Considerado o escorpido mais peconhento da América do Sul (Bucaretchi et al.
1994; Cupo et al. 1994; Eickstedt et al. 1994; Freire-Maia et al. 1994), é o escorpido
causador de acidentes graves, principalmente no estado de Minas Gerais.
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Figura 7: Escorpido da espécie Tityus serrulatus. O escorpido de maior importancia médico-cientifica do

Brasil. Fonte: http://aracnohobbybrasil.blogspot.com

Embora primitivamente habitante do cerrado e de campos abertos, Tityus
serrulatus tornou-se bem adaptado a vida domiciliar urbana. Principalmente pelas
condigdes oferecidas por moradias humanas, com grandes possibilidades de abrigo, como
lixo, entulho, pilhas de tijolos e telhas, e uma alimentagéo farta como baratas e outros
insetos (Figura 8) (Bucherl, 1979; Likes et al., 1984). A falta de competidores e
predadores, como macacos, quatis, siriemas, sapos e ras, também permite a rapida
proliferacéo de escorpides, uma vez que esses dois fatores contribuem decisivamente para

o controle populacional da espécie (Bertazzi, 2007).

Figura 8: Areas externas de imdveis propicios & ocorréncia e proliferacdo de escorpides com
empilhamento de madeira, tijolos, telhas; terreno baldio e frestas em paredes e janelas. Fonte: Ministério da Salde
Brasil, 2009.
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A distribuicdo inicial deste escorpido compreende a regido Sudeste do pais.
Entretanto, devido a sua rapida capacidade de reproducéo e adaptabilidade em ambientes
urbanos, T. serrulatus pode ser encontrado em varios estados brasileiros como Minas
Gerais, Bahia, Ceara, Pernambuco, Sergipe, Piaui, Rio Grande do Norte, Mato Grosso,
Mato grosso do Sul, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goias, Tocantins, Distrito
Federal, Parana Santa Catarina e mais recentemente, alguns registros foram relatados para
casos isolados no Rio Grande do Sul (Figura 9) (Ministério da Saude Brasil, 2009;
Bortoluzzi et. al., 2007; Torres et. al., 2002; Borges et. al., 2010).

Um fator importante para a rapida disseminacdo deste animal é seu modo de
reproducdo. Escorpifes desta espécie se reproduzem por partenogénese, com gestacdo de
aproximadamente 3 meses, nascendo em média, 20 filhotes por ninhada (Lourenco et al.,
1994). A auséncia de machos e de reproducéo sexuada na populacdo confere alto sucesso
reprodutivo para as fémeas, que podem rapidamente promover a ocupagdo de qualquer

ambiente no qual se encontrem.

Distribui¢ao de
T. serrulatus
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Figura 9: Mapa de distribuigéo geografica de Tityus serrulatus no Brasil. Ampla distribuicdo geografica
da espécie T. serrulatus pelo territorio brasileiro, evidenciando a grande capacidade de ocupagéao de ambientes diversos.
Fonte: Carmo, 2011.

1.2 O Escorpionismo no Brasil

1.2.1 Epidemiologia

Os acidentes por animais peconhentos foram recentemente reconhecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como doencas ndo atendidas ou negligenciadas,
que afetam milhdes de pessoas pobres, sendo uma manifestacdo evidente das

desigualdades prevalecentes em salde.

O acidente escorpidnico € o de maior nimero de notificagdes no Brasil: em 2010
foram 50.126 acidentes, com 88 oébitos. A incidéncia foi de 26,3 acidentes/100.000
habitantes, e a letalidade foi de 0,2%. N&o ha uma distincao significativa entre o sexo
afetado. A faixa etaria com mais registros foi a entre 20 e 49 anos, com 47,6%. Criancas
entre 1 e 9 anos estdo na faixa etadria com maior quantidade de &bitos (39/88),
principalmente naqueles que, na vigéncia do quadro sistémico, recebem atendimento 6

horas ou mais apdés a picada (Ministério da Saude Brasil, 2012).

Tabela 1: Dados epidemioldgicos do escorpionismo no Brasil entre os anos de 2000 e 2010. De maneira

geral, o nimero de 6bitos, 0 nimero de casos e a incidéncia dos mesmos aumentaram ao longo dos anos.
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Critério Regido 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Norte 1 1 3 2 1 3 5 5 6 6 6
Obitos por acidentes  Nordeste 13 21 25 15 16 12 13 33 47 32 46
por escorpides Sudeste 1 19 23 31 22 29 9 25 32 54 32
Sul 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Centro-oeste 1 2 6 3 3 4 1 3 2 5
Brasl 16 43 57 51 4 48 28 66 8 97 88
Norte 3,2 51 7,0 10,0 11,4 13,0 13,6 13,1 15,3 17,9 15,4
Incidéncia de casos Nordeste 16,3 17,6 21,3 21,2 26,3 31,6 36,9 37,8 36,3 43,7 45,1
(100.000 hab) Sudeste 52 10,7 13,6 15,0 17,7 20,2 18,1 17,3 20,7 24,8 25,6
Sul 0,3 1,5 1,7 1,8 2,1 2,5 2,8 3,5 3,7 3,6 4,1
Centro-oeste 5,3 6,2 7,4 7,1 9,9 10,5 10,2 8,4 10,9 14,0 14,7
Brasil 7,5 10,6 13,0 13,8 16,8 19,5 20,1 20,0 21,5 25,7 26,3
Norte 418 680 947 1.380 1.603 1.917 2.043 2.015 2.318 2.742 2.444

Nordeste 7.802 8.515 10.402  10.478 13.132 16.142 19.051 19.746  19.276  23.416  23.929
Casos de acidentes Sudeste 3.791 7.887 10.093 11.276 13.546  15.836  14.416 13.921 16.599  20.102  20.572

Sul 81 373 431 479 540 677 765 980 1.010 1.011 1.114
Centro-oeste 612 733 891 873 1.245 1.366 1.349 1.136 1.490 1.941 2.067
Brasil 12.704 18.188  22.764  24.486 30.066  35.938 37.624  37.798  40.693  49.212  50.126

Tabela adaptada a partir dos dados fornecidos pelo site do Ministério da Salde 2012
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1537.

A partir da implantacdo da notificacdo dos acidentes escorpiénicos no pais, em
1988, vem se verificando um aumento significativo no nimero de casos. A Tabela 1
mostra um aumento de 12.704 casos notificados no ano 2000 para 50.126 casos
notificados no ano de 2010. O maior nimero de notificacBes € proveniente das regifes

Nordeste e Sudeste, contudo, sabe-se que muitos acidentes ndo sdo notificados.

Esses acidentes costumam ocorrer com maior frequéncia nos meses mais quentes
e chuvosos, entre outubro e marco, mas a variagcdo anual é pequena. A regidao com maior
namero de acidentes é a Nordeste (23.929), seguida pela regido Sudeste (20.572). O
estado onde ocorrem mais registros € Minas Gerais (12.016), seguido da Bahia (8.910) e
Sdo Paulo (6.790) (Ministério da Saude Brasil, 2012). Nestes trés estados as espécies de
escorpifes mais recorrentes sdo T. serrulatus, T. bahiensis e T. stigmurus, sendo o

primeiro o grande responsavel pelos acidentes de maior gravidade.

Escorpibes adaptam-se facilmente aos grandes centros urbanos (62,2% dos
acidentes ocorreram na zona urbana), sendo encontrados em todas as capitais. Os locais
do corpo onde mais ocorrem picadas sdo os dedos das méos e 0s pés (23,9% e 21,5%,

respectivamente). A maioria dos acidentes escorpiénicos é considerado leve (83,8%), ndo
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sendo indicada soroterapia nesses casos (em 17,7% dos acidentes houve administracédo

de soroterapia) (Ministério da Saude Brasil, 2012).

1.2.2 Efeitos fisiopatologicos e manifestacées clinicas do
envenenamento escorpionico

O efeito toxico da peconha varia em funcao de alguns fatores, como a espécie do
escorpido, a dose inoculada, a capacidade e o estado fisioldgico das glandulas do veneno,
0 peso, a idade e o estado de salde da vitima, sua sensibilidade especifica e o local da
picada. Os sintomas do envenenamento escorpidnico se iniciam logo apo6s a picada, tendo

sido relatados desde dores locais a alteracGes sistémicas graves (Hering et al., 1992).

Com base nas manifestacdes clinicas, os acidentes podem ser classificados em
leves, moderados e graves. Os leves apresentam somente sintomatologia local,
representada por dor e, eventualmente, parestesia. Os moderados apresentam além da dor
local, sialorréia e sintomas cardio-respiratorios como agitacdo, sonoléncia, sudorese,
nduseas, vOmitos, hipertensdo arterial, taquicardia e taquipnéia. Os quadros graves
diferenciam-se dos moderados por apresentarem uma ou mais manifestacdes do tipo
bradicardia sinusal, bloqueio atrioventricular total, insuficiéncia cardiaca congestiva,
choque, edema pulmonar agudo e convulsdes, sendo que, em casos extremos, a vitima

pode chegar ao coma e a morte (Amaral e Rezende, 1990).

O edema pulmonar agudo é a complicacdo mais grave e a principal causa de 6bito
induzido pelo envenenamento escorpidnico. A patogénese do edema pulmonar causada
pela peconha escorpidnica é decorrente de dois mecanismos, um cardiogénico e outro ndo
cardiogénico, sendo este Ultimo, conseqliéncia do aumento da permeabilidade vascular e

da ativacdo da cascata inflamatdria. (Amaral et al., 1993; Pessini et al., 2003).

Todos estes efeitos tem sido explicados pela liberagdo de neurotransmissores
colinérgicos (Vital Brazil et al., 1973) e adrenérgicos (Corrado et al., 1968), associada a
estimulacdo das supra-renais, subsequente liberacdo macica de adrenalina (Celeste

Henriques et al., 1968) e acOes reflexas (Freire-Maia et al., 1989).
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1.2.3 Tratamento do envenenamento escorpionico

O tratamento visa neutralizar o mais rapido possivel a toxina circulante, combater
0s sintomas do envenenamento e dar suporte as condicGes vitais do paciente. Todas as
vitimas de picada de escorpido, mesmo que o quadro seja considerado leve, devem ficar
em observacdo hospitalar nas primeiras 4 a 6 h apds o acidente, principalmente as
criancas. Nos casos moderados, recomenda-se, pelo menos, 24 a 48 h de observagéo e,
nos casos graves, com instabilidade dos sistemas cardiorrespiratdrios, esta indicada a

internacdo com monitorizagdo continua dos sinais vitais (Cupo et al., 2003).
Tratamento Sintomatico

O combate a dor deve ser realizado sempre, pois constitui motivo de inquietacéo
e angustia, agravando o estado geral. Podem ser utilizados analgésicos por via oral ou
parenteral, dependendo da intensidade da dor. O combate a dor, como medida Unica
adotada, é geralmente suficiente para todos os casos leves e, em adultos, para a maioria

dos acidentes moderados (Cupo et al., 2003).
Tratamento Especifico

O soro antiescorpiénico (ou antiaracnidico) esta formalmente indicado em todos
0s casos graves. Nos moderados, é utilizado principalmente em criancas abaixo de sete
anos, por constituirem grupo de risco. Para os demais, deve-se inicialmente combater a
dor e manter o paciente sob observacédo e, a qualquer sinal de agravamento do quadro,
iniciar a soroterapia. E importante ressaltar que a gravidade do quadro ja se manifesta
dentro da primeira ou da segunda hora apos acidente. A dose de soroterapia, preconizada
nos Manuais de Diagnostico e Tratamento de Acidentes por Animais Peconhentos € de
2-3 ampolas para os casos moderados e 4-6 para 0s casos graves (Ministério da Salude —
Fundacdo Nacional de Saude, Brasilia, 1998), por via intravenosa, sem dilui¢do, durante

15 a 30 min, e a dose é a mesma para criangas e adultos (Cupo et al., 2003).

Assim, o tratamento consiste na observacéo das manifestagdes clinicas para todos
0s casos e administracdo do soro antiescorpionico para 0s casos moderados e graves. A

eficacia do tratamento estd diretamente relacionada com a rapidez em que 0 soro é
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administrado, uma vez que este neutraliza apenas as toxinas circulantes. (Rezende et al.,
1998). Foi verificado melhora das condi¢des do paciente apds a administracdo do soro,
porém, alteracGes cadiorespiratdrias causadas por toxinas ja absorvidas podem persistir

por varios periodos de tempo (Cupo et al., 1994).

1.3 Composicao da Peconha Escorpionica

A composicdo da peconha de escorpifes pode
variar dependendo da &rea habitada e dos habitos
alimentares (Watt e Simard, 1984). Em geral, a peconha
€ uma mistura complexa de proteinas basicas, peptideos
e outros componentes menores, tais como, agucares,
sais, serotonina e histamina, inibidores de protease,

mucopolissacarideos, proteases, hialuronidase,

fosfolipase A2 e fosfoesterases podem também estar

presentes, embora eles paregam desempenhar um papel  Figura 10: Aparato de veneno dos
. ] escorpioes. Destaque para o télson ,
menor no envenenamento. E geralmente conhecido que  de forma bulbar, onde esto presentes

- o . . as glandulas de veneno e para o
venenos de escorplao sao partlcularmente ricos em aguilhdo por onde a peconha é

, .. . inoculada.Fonte:http//:
proteinas pequenas, principalmente neurotoxinas €  msufba.ufba.br
peptideos capazes de interagir especificamente com

varios canais ibnicos em membranas de células excitaveis (Cologna et al., 2009)

A peconha escorpibnica pode ser obtida por estimulacdo elétrica do télson do
animal ou maceracdo da glandula de veneno. E o resultado da secrecdo de um par de
glandulas de origem tegumentar situadas no télson, este tem forma bulbar que termina no
aguilhdo responsavel pela inoculagdo da peconha (Figura 10). A peconha é uma
substancia mucosa, opalescente e com aspecto leitoso (Diniz; Gongalves, 1956, 1960). E
parcialmente soltvel em agua e pode ser fracionada por centrifugacéo, obtendo-se uma

fracdo insollvel, constituida por mucoproteinas e restos de membranas, e uma fracdo
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soltvel contendo os outros compostos da peconha, com destaque para as neurotoxinas.

As neurotoxinas sdo 0s principais componentes da pegonha de escorpido e tém
como objetivo bioldgico o ataque e a imobiliza¢do de presas, mas também desempenha
papel importante na defesa contra predadores (Bosmans e Tytgat, 2007). Peconhas de
escorpido sdo fontes de diferentes classes de peptideos que afetam a funcdo normal de
canais ionicos. Elas alteram a permeabilidade i6nica de células excitaveis, através da
interagdo especifica com canais para Na*, K*, Ca*? e CI" dependentes de voltagem,
alterando o mecanismo de ativagdo dos mesmos e levando a intensa despolarizacédo e
liberacdo massiva de neurotransmissores (Ismail, 1995; Gordon et al., 1998; Possani et
al., 1999). Estes peptidos tém sido intensivamente estudados, pois representam excelentes
ferramentas para investigar a contribuigdo fisioldgica de canais idnicos para a célula e o
comportamento de 6rgaos e, para sondar e correlacionar a estrutura e funcdo do canal
ibnico (Hille,1992; Catterall, 1995; Garcia et al., 2001; Lewis; Garcia, 2003)

1.3.1 Canais Ionicos e toxinas escorpionicas

Sinais elétricos controlam a contracdo muscular, secrecdo de hormonios,
sensacOes provenientes do ambiente, processamento de informacgfes no cérebro e sua
saida do cérebro para os tecidos periféricos. Nas células excitaveis, sinais elétricos
também tém influéncia importante no metabolismo intracelular, transdugdo de sinal,

expressao génica, sintese e degradacdo proteica (Yu; Catterall, 2004).

A excitabilidade elétrica é uma das propriedades mais importantes e caracteristica
dos neurdnios. A maioria das células de invertebrados mantém grandes gradientes ibnicos
através de sua membrana superficial. O fluido intracelular contém uma alta concentracao
de ions potassio e baixa concentracdo de ions sodio e calcio, comparado ao fluido
extracelular. Esses gradientes sdo mantidos pela agdo de bombas i6nicas dependentes de
energia especifica para Na*, K*, CI- e Ca®". Além disso, essencialmente todas as células
de vertebrados mantém um potencial de membrana internamente negativo (-60 mV a -90
mV), visto que suas membranas sdo especificamente permeaveis ao K* e permitem que o
mesmo saia da célula mais rapidamente que o Na* ou Ca?* possam entrar (Marcussi et al.,
2011).
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As células nervosas e musculares sao eletricamente excitaveis devido a presenca,
em sua membrana superficial, de canais idnicos sensiveis a voltagem formados por
proteinas transmembrana, que sdo seletivos para Na*, K*, CI" e Ca?". Esses canais se
abrem e se fecham em funcdo da voltagem da membrana, permitindo um movimento
rapido de ions apropriados em funcéo de seus gradientes de concentracao, de forma que
correntes ibnicas passam para dentro ou para fora da célula, despolarizando ou
hiperpolarizando a membrana. Os canais para sodio, potassio e célcio sdo responsaveis
pelos sinais elétricos necessarios para a geracdo e conducdo do potencial de acdo
(Marcussi et al., 2011).

Os potenciais de acdo sdo conduzidos pelo axdnio até o terminal nervoso,
causando despolarizacdo da terminacdo pré-sinaptica, que por sua vez, induz a abertura
transitdria de canais para Ca?* dependentes de voltagem. O Ca?* do fluido intersticial flui
a favor do gradiente de potencial eletroquimico para dentro da terminacdo do axénio. O
aumento da concentragdo interna de Ca®* causa a fusdo das vesiculas sinapticas com a
membrana plasmatica e a liberacdo de neurotransmissor na fenda sinaptica por exocitose.
O neurotransmissor, entdo, difunde através da fenda sinaptica e liga-se aos receptores
especificos, na superficie externa do neurdnio seguinte ou de células efetoras tais como
as de musculo esquelético (Marcussi et al., 2011). Alguns trabalhos ja descreveram toxinas
escorpidnicas capazes de ativar e inibir canais especificos a esse ion (Valdivia, et al., 1992;
Zamudio et al., 1997).

Toxinas escorpiénicas blogueadoras de canais para cloro (clorotoxina) também
foram isoladas. Debin et al.(1993) isolaram um peptideo de 37 aminoacidos estabilizado
por 4 pontes dissulfeto, cuja sequéncia demonstrou semelhanga com toxinas para insetos
de baixa massa molecular. Estudos in vivo demonstraram que essa toxina é capaz de
paralisar insetos e crustaceos, provavelmente por uma acdo em receptores para glutamato

do sistema nervoso desses artrépodes.

Os canais para Na*, K*, CI" e Ca®" contribuem, cada um da sua forma, para o
processo de transmissdo em células excitaveis. Devido a sua importancia em muitos
aspectos da regulacdo celular e transducdo de sinais, 0s canais idnicos dependentes de
voltagem sé@o alvos moleculares de uma grande diversidade de toxinas, incluindo as que
alteram a cinética e a dependéncia de voltagem de sua ativacdo e inativacdo (Catterall et
al., 2007).
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Toxinas que interagem seletivamente com canais para Na*, K*, CI" e Ca?* sio
ferramentas fundamentais para o entendimento da base molecular da excitabilidade
elétrica. Sob este ponto de vista, uma grande variedade de toxinas naturais tem sido
extensivamente estudada por farmacologistas, fisiologistas e bioguimicos devido a sua

interacdo com canais especificos de membranas excitaveis (Catterall et al., 2007).

A neurotransmissdo quimica no sistema nervoso central € um processo constituido
de vérios eventos que envolvem a sintese e liberagdo de neurotransmissores, a difuséo
dos mesmos na fenda sinéptica e a ligacdo a receptores, resultando em alteragcdes das

propriedades elétricas das células pos-sinapticas (Bauerfeind et al., 1995).

Os canais para sodio sensiveis a voltagem sdo componentes importantes no
mecanismo de neurotransmissdo. Estes canais desempenham um importante papel na
geracdo de potenciais de acdo de neurdnios (Massenssini et al ., 2003). A chegada do
potencial de acdo no terminal sinaptico desencadeia a abertura de canais ibnicos sensiveis
a voltagem. A consequente despolarizacdo da célula, resultante do aumento na
permeabilidade ao sddio, causa alteracdo conformacional nos canais para célcio
dependentes de voltagem, tornando-os ativos e, portanto, permeaveis a este ion. O
resultado dessa ativacdo € o influxo macico de ions calcio para o interior da célula
(Bauerfeind et al., 1995).

A liberacéo dos neurotransmissores na fenda sindptica é um dos eventos celulares
desencadeados pelo ion calcio. Apds abertura dos canais para calcio e influxo do mesmo
para o interior da célula, hd a mobilizacdo das vesiculas sinapticas (Langley e Grant,
1997). Essas vesiculas liberam seu contedido (neurotransmissores) na fenda sinéptica por
exocitose. Uma vez liberados, os neurotransmissores se difundem pela fenda podendo
interagir com autorreceptores da membrana pré-sinaptica, inibindo sua liberagéo, ou com

receptores pas-sinapticos, gerando potenciais pos-sinapticos inibitorios ou excitatorios.

A acdo de um neurotransmissor pode ser finalizada por degradagdo enzimatica,
por recaptacdo ou ambos. A recaptacdo € o processo ativo que retira 0 neurotransmissor
da fenda sinaptica. E realizada por proteinas transportadoras altamente especificas,
presentes em neurdnios pré e pds-sinapticos, células gliais, corpos celulares neuronais,
terminais nervosos e dendritos, para que a acéo sindptica do mediador seja finalizada

(Bear et al., 1996). Este transporte tem a dependéncia absoluta de ions sodio e pode
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ocorrer de forma reversa, dependendo das condicdes idnicas (Rossi et al., 2000).

O glutamato é o neurotransmissor excitatorio mais importante e também o mais
abundante do sistema nervoso central (SNC) de mamiferos (Fonnum,1984). E liberado
de vesiculas sinapticas contidas nos terminais nervosos por exocitose classica dependente
de ions calcio. A neurotransmissdo glutamatérgica esta envolvida em diversas funcoes
fisiologicas, como os processos de aprendizagem e a formacdo da memoria (Bliss e
Collingridge, 1993). O mecanismo de recaptacdo do glutamato é fundamental para
prevenir sua excitotoxicidade, causada por uma elevacdo dos seus niveis normais
(Gegelashvili e Schousboe, 1997; Danbolt, 2001), cuja acdo descontrolada pode levar a

morte neuronal (Lent, 2004).

O GABA (acido y-aminobutirico) é o mais predominante neurotransmissor
inibitério do sistema nervoso central (Enna e Snyder, 1975; Delorey, et al., 1993),
encontrado em altas concentracdes no encéfalo e na medula espinhal (Krogaard-Larsen
et al., 1998). E um neurotrasmissor que atua na abertura de canais idnicos e essa agio
pode ocorrer em nivel pré ou pés-sinaptico, produzindo efeitos inibitérios. Ele distribui-

se por muitas regides do cérebro, participando da regulacédo de varias fun¢bes no SNC.

Neurotoxinas escorpidnicas, por aumentarem a permeabilidade da membrana ao
sodio, sdo capazes de induzir ou inibir a liberacdo e a captacdo de neurotransmissores de
diferentes preparagdes (Nicolato et al., 2002). Alguns trabalhos demonstraram que a
toxina TsTX (Ts3), classificada como a-toxina, evoca a liberagcdo de glutamato em
sinaptossomas corticais de cérebros de ratos (Fletcher et al., 1996). Cecchini et al. (2006),
verificaram que a toxina TsTX-V (Tsb) é capaz de inibir a captacdo de dopaminae GABA
em preparacOes de sinaptossomas corticais de ratos. A reducdo da captacdo da dopamina
e do GABA pode ser devida a despolariza¢do induzida pela entrada de sédio, como
conseqiiéncia de uma acdo da toxina TsTX-V (Ts5) nos canais para Na* sensiveis a

voltagem.

1.4 Mecanismo de acao das proteinas e peptideos da peconha
de T. serrulatus
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Esta demonstrado que os principais efeitos induzidos pela peconha de T.
serrulatus sdo devidos as acdes das toxinas em sitios especificos dos canais para sédio,
com subsequente despolarizacdo das células excitaveis do organismo. Em decorréncia
disso, ha liberacdo macica de catecolaminas e acetilcolina pelas terminacGes nervosas
pos-ganglionares dos sistemas simpatico e parassimpatico, bem como da medula adrenal,
as quais, atuando em diferentes setores do organismo, s&o responsaveis pela maioria dos
sinais e sintomas observados no envenenamento (Marcussi et al., 2011). As toxinas que
atuam em canais para potassio tém pouca importancia toxicoldgica, todavia, associadas a
toxinas que atuam em canais para sodio, agem de forma sinérgica, propiciando potente

acdo toxica a peconha (Gwee et al., 2002).

1.4.1 Neurotoxinas com acao em canais para Na+*

Canais para Na* dependentes de voltagem sdo proteinas transmembrana que
funcionam como uma passagem de permeabilidade seletiva de Na* através de membranas
bioldgicas. Deste modo, eles sdo pecas fundamentais para a geracdo e propagacao de
potenciais de acdo em neurdnios e células eletricamente excitaveis. Consistem de uma
principal a-subunidade formadora de poros (aproximadamente 260 kDa), que pode ser
associada com até quatro B-subunidades (30-40 kDa), dependendo do tecidos e espécies.
Nove isoformas de a-subunidades (Nav1.1 - Nav1.9) tém sido identificadas (Catterall et
al., 2005; Yu; Catterall, 2003)

As a-subunidades sdo compostas de quatro dominios homologos (I-1V), contendo
cada uma seis segmentos a-hélices transmembranares (1-6) e um lago de revestimento de
poro localizado entre as hélices 5 e 6. O segmento 4 de cada dominio é altamente
carregado positivamente e desempenha um papel chave na ativacao do canal. Acredita-se
ser um sensor de tensdo. O laco curto intracelular ligando dominios 11l e 1V, serve como
portdo de inativagdo (Figura 11) (Yu e Catterall, 2003; Denac et al., 2000; Bosmans e
Tytgat, 2007)
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Sitio 1
Sitio 1
Sitio 2
Sitio 3
Sitio 4
Sitio 5

NEERELE
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Figura 11 — Modelo bidimensional da proteina (subunidade o) do canal para sédio dependente de
voltagem. Os cilindros representam as a-hélices transmembranas. Os dominios homaélogos | a 1V estéo identificados.
As hélices 4 marcadas com sinais positivos, atuam como sensores de voltagem e 0s movimentos dessas hélices séo
responsaveis pela ativacdo do canal. A alca intracelular que conecta os dominios Il e IV funciona como portdo de
inativacdo, deslocando-se para o poro do canal logo apds a despolarizagéo, bloqueando a conducéo dos ions. O filtro
de seletividade é formado pela parte da alga extracelular que conecta as hélices 5 e 6 e mergulha na membrana como
“alga do poro”. Estdo evidenciados os principais sitios de interagdo de toxinas. Sitio 3 (azul) ligam-se a-toxinas

escorpidnicas e sitio 4 (vermelho) ligam-se as B-toxinas escorpidnicas. Fonte: Marcussi et al., 2011.

Canais para Na® dependentes de voltagem sdo componentes cruciais para a
atividade de vida das células. Sdo alvos moleculares para uma ampla gama de
neurotoxinas que atuam em seis ou mais sitios de receptores distintos na proteina do canal,
alterarando significativamente a sua funcdo (Cestélle e Catterall, 2000). Toxinas que
atuam nesses canais sdo as proteinas mais reativas e as principais agentes responsaveis
pelos efeitos toxicos do envenenamento escorpidnico (Rodriguez de la Veja e Possani,
2005). Sao consideradas peptideos de cadeia longa e podem ser classificadas em duas
classes: a e B-neurotoxinas escorpibnicas (Jover et al., 1980; Gordon et al.,1998). Um
terceiro grupo, chamado y-toxinas, inclui toxinas altamente especificas contra insetos que
sdo distintas das o e B-toxinas em sua sequéncia de aminoacidos, acédo e local de ligagdo
no canal para Na* (Lester et al., 1982; Zlotkin et al, 1985; 1991).

a-Toxinas escorpidnicas constituem uma familia de proteinas relacionadas tanto

estruturalmente quanto funcionalmente. Sdo compostas por 60 a 70 residuos de
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aminoacidos, estabilizados por 4 pontes dissulfeto, com um nucleo denso altamente
conservado formado por uma a-hélice e duas a trés folhas B pregueadas como motivo
estrutural, estabilizados por meio de pontes de dissulfeto (Housset et al., 1994). Estas
toxinas foram classificadas quanto a sua toxicidade especifica contra mamiferos e células
de insetos. Aquelas que mostram uma maior afinidade com canais para Na* de células de
mamiferos sdo conhecidas como classicas a-toxinas; aquelas com uma maior afinidade
para 0s canais de insetos sdo a-toxinas anti-insetos, e aquelas capazes de se ligar em

ambos 0s tipos de canais sdo nomeados a-like toxinas.

a-Toxinas se ligam ao sitio 3 das hélices extracelulares 3-4 do IV dominio dos
canais para Na* dependentes de voltagem, diminuindo assim o bloqueio ou mecanismo
de inativacdo destes canais (Figura 11). Tais toxinas evitam a translocacdo externa ou o
movimento do segmento 4 durante a fase de despolarizacdo, imobilizando o sensor de
voltagem na posicdo externa. Assim, elas diminuem ou retardam a inativacdo e
prolongam a fase de repolarizacgao do potencial de agéo, sem afetar o processo de ativacao
(Fontecilla-Camps et al., 1988).

B-Toxinas sdo compostas por 60 a 65 residuos de aminoacidos e ligam-se no sitio
4 dos canais para Na* dependentes de voltagem, mais especificamente, na hélice
extracelular dos segmentos 3-4 do dominio Il (Figura 11). Durante a ativacdo destes
canais, os sensores de voltagem séo translocados externamente, permitindo assim a
interacdo da B-toxina com a porgdo extracelular do segmento, imobilizando-a e,
mantendo-a na posi¢éo ativada. f-toxinas induzem um deslocamento na ativagéo do canal
para sodio dependente de voltagem na direcdo hiperpolarizada e uma reducdo na
amplitude do pico de corrente de sédio, produzindo espontaneos e repetitivos potenciais
de acdo (Cestélle e Catterall, 2000; Jonas et al., 1986; Cestele et al., 1998).

As sequéncias de aminodcidos de a e B-toxinas mostram um varidvel grau de
identidade (Possani et al., 1982). Ha varios residuos estritamente conservados na estrutura
primaria de toxinas que atuam em canais para Na* dependentes de voltagem, incluindo
oito cisteinas que formam as pontes dissulfeto (Oren et al., 1998). A interacdo entre tais
toxinas e o canal ocorre através da superficie hidrofébica composta de residuos de
aminoéacidos aromaticos e alifaticos (Sun et al., 2003; Wang et al., 2003). A lisina na
posicdo 1 da Tsl tem sido considerada importante para a elevada toxicidade exibida por

esta toxina. A modificacdo quimica de Lys1 ou clivagem dos primeiros seis residuos de
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Tsl resulta numa notavel perda de atividade (Possani et al., 1985). Alguns testes de
toxicidade e de afinidade de ligacdo tém mostrado que os residuos de Trp54 e Trp30, do
conservado aglomerado aromatico, e Lys12 sdo importantes para a atividade da Tsl
(Hassani et al., 1999). A modificacdo quimica destes residuos reduz a afinidade aparente

dessa toxina com o canal de Na*.

1.4.1.1 B-Toxinas da pegconha de T.serrulatus

E conhecida apenas uma B-toxina na peconha de T. serrulatus, a Tsl, que esta
completamente caracterizada com relacdo a estrutura e efeitos eletrofisioldgicos
(Marcussi et al., 2011).

Ts1

A Tsl também chamada de TsTX-I; toxina y; Toxin T2-1V; Toxin Ts7; Ts VII;
Toxin VII; TsTX-VII; Tityustoxin VII; Toxin 111-10; Toxin 11-11, é a toxina majoritaria
da peconha, representando aproximadamente 15% da peconha sollvel (Pessini et al.,
2001) e foi a primeira toxina quimicamente caracterizada da pegonha. E muito potente e
interessante, visto que interage com o sitio receptor 4 de canais para Na* e é toxica tanto
para mamiferos quanto para insetos (Barhaning et al., 1982; 1983; 1984; Jonas et al.,
1986).

Tabela 2: B-Toxina de T. serrulatus

Nome Outros nomes Sequéncia Massa pl Acéo
Molec.
TsTX-I; toxin B;
Toxin T2- 1V, 3 3
Tel Toxin Ts7; Ts KEGYLMDHEGCKLSCFI Alteracéo da modulagao dos
VII; Toxin VII; RPSGYCGRECGIKKGSS 6890.9 8.67 canais para Na*, mantendo-
b TsTX-VII; GYCAWPACYCYGLPNW ' : 0s na posicao ativada.
NaT Tityustoxin VII; VKVWDRATNKC ( Castélle e Catterall, 2000)
Toxin 111-10;
Toxin 11-11

Fonte: Cologna et al, 2009. Adaptado por Barbara Mendes
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A Ts1 é responsavel por muitos efeitos do envenenamento por T. serrulatus.
Apresenta DLso intravenosa de apenas 76 + 9 ug/Kg e induz intensa liberacdo de
catecolaminas, com concomitante aumento da pressdo arterial (Arantes et al., 1989;

Vasconcelos et al., 2005).

A sua estrutura foi determinada por cristalografia de raios X (Figura 12)
mostrando um ndcleo denso altamente conservado formado por trés fitas B antiparalelas
e uma o hélice interligadas por quatro pontes dissulfeto. Curiosamente, a al¢a hidrofobica
I na molécula da Ts1 é mais curta do que em todas as outras p-toxinas e tem 0 mesmo
comprimento da alca presente em a-toxinas. No entanto, a sua orientacdo é
significativamente diferente da encontrada nas a-toxinas. Sua alga Il tem o mesmo
comprimento e a mesma orientacdo espacial observada para a al¢a correspondente nas a-
toxinas (Polikarpov et al., 1999; Pinheiro et al., 2003). A anélise estrutural indica que as
posicdes de ions de fosfato marcam plausiveis sitios de ligacdo ao canal para Na *
(Pinheiro et al., 2003).

Figura 12: Estrutura tridimensional da toxina Ts1 de T. serrulatus. Pode-se identificar a formagdo de trés
fitas B antiparalelas e uma o hélice. O ponto amarelo sinaliza o inicio da toxina, um residuo de lisina (K). Fonte:

http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=22164

Com o advento da Biologia Molecular, as principais toxinas da pegonha foram
clonadas e tiveram seu gene amplificado do DNA genémico. Tsl € sintetizada como um
precursor de 252 pares de base codificando 84 aminoacidos, dos quais 20 pertencem ao

peptideo sinal, este e os ultimos 3 residuos C-terminais sdo removidos pos-
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traducionalmente (Martin-Eauclaire et al., 1992). A Figura 13 mostra o0 cDNA e a
sequéncia de aminoacidos da Ts1. A toxina madura apresenta massa molecular de 6.890,9
Dae pl 8,67 (Cologna et al., 2009).

CEAARGARCRATCOATCTEARCS ATC ARR GGR ATGE ATC TTG TTT ATT AGD TGL TTA TTS 58
I K ] b 1 L - I -1 o L L =8

CTG ATC GEC ATT GTC GTA GAR TGT ARK GAR GGT TAT CTC ATG GAT CAC GAR GGT 112
L I e b v__ Y E o K E <] ¥ L M D H E G 10

TGC ARR CTT AGT TGS TIT ATC AGA CCA TOG GGA TAC TGS GGC AGA GARA TGS GGA 166
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* 65

Figura 13: Sequéncia do cDNA do precursor da Tsl. Sequéncia de nucleotideos do cDNA que codifica o
precursor da Ts1, o peptideo sinal esta sublinhado, o stop cddon esta designado com um asterisco. Fonte: Martin-
Eauclaire et al., 1992.

No que diz repeito a sua a¢do no organismo a toxina Tsl € amplamente

caracterizada:

Trabalho realizado por Jonas et al. (1986), em fibras nervosas mielinizadas
isoladas do nervo tibial de Xenopus laevis, demonstrou que a Ts1 (700 nmol/L) reduziu
a amplitude do potencial de a¢do de 109 mV para 52 mV e aumentou sua duracao de 1,25
ms para 4,5 ms; despolarizou a membrana e induziu atividade espontanea que cessou em
poucos minutos. Na concentracdo de 440 nmol/L, induziu fluxo de Na+ para o interior da
célula no potencial de repouso, mas reduziu a permeabilidade maxima ao Na" em
aproximadamente 20%. Os resultados obtidos para Ts1 foram diferentes dos obtidos para
outras B-toxinas escorpibnicas, sugerindo que ela apresenta um efeito mais evidente na

cinética da inativacdo do canal para Na*.

Ts1 ativa os macréfagos e estimula a liberagdo de interleucinas IL-1a, IL-1b, IL-
6 e fator de necrose tumoral (Petricevich et al., 2007, 2008). Induz relaxamentos
transitorios do corpo cavernoso isolado de coelho pela libera¢do de Oxido nitrico a partir

de nervos nitrérgicos (de Oliveira et al., 2003).
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Bertazzi et al., 2003 evidenciou que o aumento da atividade litica do soro de ratos,
induzido pela pegonha ou toxina Tsl, é dependente do sistema complemento. Estes
resultados mostram que o sistema complemento esta envolvido no processo inflamatorio
induzido pela peconha ou toxina e, consequentemente, no edema pulmonar, hemdlise,

leucocitose, entre outras manifestacdes clinicas de envenenamento grave.

A injecdo intravenosa de Tsl pode induzir uma inibi¢do, répida intensa e
sustentada de esvaziamento gastrico 0,25-48 h ap6s o envenenamento (Bucaretchi et al.,
1999). Doses subletais de inje¢ao intravenosa (Ts1, 20 pg/kg) para ratos causam, 30-180
min apos a injecdo, a hiperglicemia, aumentos estatisticamente significativos nos niveis
séricos de aspartato aminotransferase, creatina quinase e lactato desidrogenase, bem
como um elevado nivel de acidos graxos livres no plasma e um baixo nivel de glicogénio
do figado (Corréa et al., 1997).

Ts1 evoca liberacao de glutamato em sinaptossomas corticais de ratos (Massensini
et al., 1998). Induz a liberacdo de dopamina exocitética [3H] em fatias corticais pré-
frontais do cérebro de ratos, devido a mobilizacdo de calcio dos estoques intracelulares
de célcio sensiveis ao IP3 (Fernandes et al., 2004). Induz a liberacéo de acetilcolina em
sinaptossomas cerebrocortical de ratos (Falqueto et al., 2002) e a libertacdo de GABA em

fatias de cérebro de rato (Fernandes et al., 2001).

Em ratos conscientes sem restrigdes, Tsl induz liberagdo de catecolaminas e
aumento longo, intenso e duradouro da pressao arterial média (\Vasconcelos et al., 2005).
Em musculo retrator do pénis de ratos, Tsl causa relaxamento atuando sobre os nervos
inibitérios (Bomfim et al., 2005). Em atrio isolado de rato, Ts1 induziu uma reducéo da
taxa de forca contratil, seguido por aumento da forca e da reducdo da taxa e, finalmente,
por reducdo tanto da taxa quanto da forca. O aumento da forca contratil era um efeito
adrenérgico e a reducdo da taxa foi devido a liberacdo de acetilcolina a partir de

terminacges vagais (Couto et al., 1992).

Tsl causou um aumento concentracdo e tempo - dependente da liberacdo de
noradrenalina e adrenalina de células medulares adrenais cromafins de bovinos
(Conceicdo et al., 1998). No coragéo isolado de cobaia, Tsl induziu efeitos complexos,
os quais foram dividos em 3 fases: uma fase inicial (taquicardia ou bradicardia associada

com um aumento na for¢a contrétil), uma fase intermediaria (oscilacdes de taxa cardiaca,
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forca contréctil e fluxo coronario) e uma terceira fase (taquicardia). Estes efeitos foram

devido & libertagdo simultanea de acetilcolina e catecolaminas a partir de fibras nervosas

pos-ganglionares no coracdo (Silveira et al., 1991).

1.4.1.2 a-Toxinas da peconha de T. serrulatus

Foram isoladas e bem caracterizadas até o momento apenas trés a-toxinas da

peconha de T. serrulatus: Ts2, Ts3 e Ts5 (Marcussi et al., 2011). Kalapothakis e Chavez-

Olértegui  (1997) sugeriram que a letalidade da peconha esta diretamente relacionada

com o nivel de expressdo de a-toxinas.

Tabela 3: a-Toxinas de T. serrulatus
Nome Outros nomes Sequéncia Massa pl Acéo
Molec.
TsTX-III; 111-8;
Tst2; KEGYAMDHEGCKFSCFI S PR x
Ts2 Toxin Il; TsTX-1l; | RPAGFCDGYCKTHLKAS 6998.0 770 InIbIEZﬁadig Ir;?':\lﬁlgfo dos
o- Tityustoxin I1; SGYCAWPACYCYGVPD ' ’ | P | )
NaTx | Toxin T1-IV: beta HIKVWDYATNKC (Cologna et al., 2012)
toxin Tsll
TsTX;
Tityustoxin;
T-srl(ij(-lg' I¥S-I5V KKDGYPVEYDNCAYIC Inibicdo da inativacio dos
Ts3 aloha ’toxin' WNYDNAYCDKLCKDK 72401 562 canais para Nat.
o- Ts IF\)/' Toxin-’4' KADSGYCYWVHILCYC ' ’ (Martin-EucIaire etal.,
NaTx Tityustoxin IV YGLPDSEPTKTNGKC 1994)
Toxin IV;
Ts IlI; Toxin-3;
TsTX-V;
Tityustoxin-5; KKDGYPVEGDNCAFAC Inibico da inativaci
Ts5 Tityustoxin V; FGYDNAYCDKLCKDKK 7200.1 514 b ggﬁadig a?; ngo dos
o- alpha toxin ADDGYCVWSPDCYCYG ' ’ P | :
NaTx | TsTX-V:TsV: | LPEHILKEPTKTSGRC (Arantes et al., 1994)
Toxin V

Fonte: Cologna et al, 2009. Adaptado por Barbara Mendes
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1.4.2 Neurotoxinas com acao em canais para K+

Os canais para potassio sdo provavelmente o tipo mais antigo de canal iénico e
estd amplamente distribuido nos seres vivos, de bactérias a seres humanos. Eles estéo
presentes em todas os tipos de tecidos e células e sdo parte de uma grande variedade de
processos biologicos. Além disso, eles estdo envolvidos em um grande ndmero de

patologias humanas (Shieh et al., 2000)

Canais para potassio sdo excepcionalmente diversificados, tanto em estrutura
como em funcéo. Células individuais podem expressar varios tipos de canais para K*. Por
exemplo, uma unica célula neuronal do hipocampo pode exibir 6 ou mais condutancias

distintas ao K*, que influenciam a excitabilidade (Castle et al., 1989).

Os canais para K* podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s canais
dependentes de voltagem e os dependentes de ligantes. Devido a alta seletividade para
fons K* e a ampla distribuicdo nos tecidos, os canais para K* sdo muito importantes em
varios processos fisiologicos, tais como excitabilidade celular, liberacdo de
neurotransmissores, secrecao de hormonios, regulacdo da secrecao de fluidos e ativacao
de linficitos, dentre outros (Tytgat et al., 1999). Possuem grande heterogeneidade, pelo
menos 8 familias de genes de subunidade alfa foram clonadas e identificadas, cada uma
dessas familias contém um grande nimero de membros individuais, em um total de mais
de 60 diferentes subunidades (Robbins, 2001).

Estudos tém demonstrado o efeito da peconha de escorpido também em canais
para potassio. Ja foram purificadas e sequénciadas vérias toxinas peptidicas desas
peconhas tais como a caribdotoxina, que estad sendo usada como ferramenta especifica
para bloguear canais para potassio de alta condutancia ativados por calcio (KvCa); a
noxiustoxina, que bloqueia canal para K" retificador tardio e a iberiotoxina do Buthus
tamulus, dentre outras (Carbone et al., 1982; Gimenez-Gallego et al., 1988; Galvez et al.,
1990).

A maioria das toxinas escorpibnicas especificas para canais de potassio (KTx) sdo
pequenos peptideos basicos com cerca de 23 — 43 residuos de aminoacidos estabilizados

por 3 ou 4 pontes dissulfeto. Estudos estruturais sobre KTx revelaram uma conservada
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estrutura tridimensional composta de uma a- hélice conectada por duas pontes dissulfeto
a uma estrutura de trés fitas de folha f no motivo a3DB. Uma terceira ponte de dissulfeto
liga a folha B em uma secéo alargada na por¢éo amino-terminal da toxina. Apesar da sua
semelhante arquitetura, KTx exibe distinta seletividade e afinidade para uma variedade
de canais de K + (Rodriguez de la Veja et al., 2003) . Elas foram classificados em a-, f3,
e y-toxinas (Tytgat et al., 1999; Corona et al., 2002). A familia a-KTx se dividide em 12
subfamilias compreendendo um total de 49 membros (Tytgat et al., 1999). Mais
recentemente, seis subfamilias novas foram adicionados (Batista et al., 2002; Goudet et
al., 2002).

As toxinas escorpidnicas que atuam em canais para potdssio tém pouca
importancia toxicologica, mas agem de forma sinérgica quando associadas a outras

toxinas, propiciando potente acéo toxica da peconha (Gwee et al., 2002).

1.4.2.1 K* Neurotoxinas da pe¢conha de T. serrulatus

As toxinas ja isoladas, sequenciadas e caracterizadas da peconha de T. serrulatus
que atuam em canais para K* sdo denominadas: Ts6, Ts7, Ts8, Ts9, Ts15 e Ts16. Suas

caracteristicas estdo descritas na Tabela .

Tabela 4: K+ Neurotoxinas de T. serrulatus

A Massa x
Nome Outros nomes Sequéncia Molec pl Acéo
TsTX-IV; a-
Tx12.1; Bloqueio de canais para K*
Potassium de alta condutancia ativados
Ts6 channel toxin WCSTCLDLACGASR por Ca?*, do tipo Kvl1.3 e
alpha- ECYDPCFKAFGRAH | 4514.2 8.5 canais para K* Shaker B.
KTx12.1; GKCMNNKCRCYT (Coronas et al., 2003)
Butantoxin; (Pimenta et al., 2003)
BuTX (Tytgat et al., 1999)
TstX-K o; Blogueio com alta afinidade
Tityustoxin . e
) de canais Kv1.3 da familia
Kalpha; Shaker de canais para K*
Potassium VFINAKCRGSPECLP dependentes de voltadem. A
Te7 channel KCKEAIGKAAGKC | 3947.8 | 9.24 tgxina o6 or oclusgﬁo e
toxin alpha-KTx MNGKCKCYP g gros
4.1; Tsll- pOTos.
. . (Eccles et al., 1994)
9; TsTx-K-alpha; (Rodrigues et al., 2003)
TSK4:; g N
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Toxin 11-9

Tityustoxin K-

KLVALIPNDQLRSIL

Blogueio seletivo de canais

beta; TSK2 KAVVHKVAKT para K* ndo-inativantes
! . QFGCPAYEGYCND | 97285 | 8.72
Ts8 TsTX-K beta; dependentes de voltagem.
TsTx-Kp HCNDIERKDGEC (Rogowski et al., 1994)
HGFKCKCAKD ’
Ts k; Ts Kappa; Ligante de canais para K*
Neurotoxin VVIGQRCYRSPDCY ativados por calcio (SK) de
Ts9 Ts-kappa; SACKKLVGKAT 3784.4 | 9.10 | baixa condutancia sensiveia
TsKapa; GKCTNGRCDC a apamina.
1TSK (Legros et al., 1996)
CKFGKCKPNICAKT Bloqueio preferencial dos
CQTEKGKGMGYCN subtipos de canais para
Ts15 a-Kitx21.1 KTECVCSEW 3.956 9.0 P
: - potassio Kv1.2 e Kv1.3
(UniProtKB/Swiss- (Cologna et al., 2011)
Prot: P86270.1) N
GCMKEYCAGQCRG
. . KVSQDYCLKHCKCI Homologia com toxinas que
Ts16 Tityustoxin-16 PR 3.300 - atuam em canais para

(UniProtKB/Swiss-
Prot: P86271.1)

potassio

Fonte: Cologna et al, 2009. Adaptado por Barbara Mendes

1.4.3 Outras proteinas e peptideos da pegconha de T. serrulatus

Além das neurotoxinas, outros compostos conhecidos da pe¢onha de T. serrulatus

sdo: a Ts4 ou proteina ndo téxica; a Ts1l0 que funcina como potencializadora de

bradicinina; Ts11, Ts12 e Ts13, peptideos pequenos com funcdes bioldgicas ainda ndo

esclarecidas; a Ts14 que sdo hipotensinas e por fim proteases e hialuronidases que

auxiliam no espalhamento da peconha pelo organismo.

Tabela 5: Outras proteinas e peptideos de T. serrulatus

Nome

Outros nomes

Sequéncia

Massa
Molec

Acéo




Introducdo 46

Proteina ndo toxica capaz de
TsTX-VI; GREGYPADSKGCKI induzir reacdo alérgica e
Tityustoxin-6; | TCFLTAAGYCNTEC liberacdo de
Ts4 Tityustoxin VI; | TLKKGSSGYCAWP | 6716.6 | 8.16 | neurotransmissor (GABA e
TSTXVI; ACYCYGLPESVKIW Glu).
Toxin VI; Ts VI TSETNKC (Marangoni et al., 1990)
(Sampaio et al., 1996)
MKRMILFISCLLLIDI
VVGGREGYPADSK Proteina ndo téxica
Non-toxic GCKITCFLTAAGYC altamente imunogéniéa
TsNTxP protein NTxP NTECTLKKGSSGYC | 917.8 8.75 (Chavez-Olértegui, et al.
precursor; AWPACYCYGLPDS 1997) ' h
VKIWTSETNKCGKK
Potencializador de
Ts10 Peptide T KKDGYPVEYDRAY | 1603.7 | 6.12 bradicinina.
(Ferreira et al., 1993)
TsPepl; Peptide KPKCGLCRYRCCSG Funcéo biol(?gica nédo
Tsll TsF,’epl GCSSGKCVNGACD | 2946.4 | 8.74 conhecida.
CS (Pimenta et al., 2003)
MKFSCGFLLIFLVLS
TsPep2; Peptide | AMIATFSEVEATVK Funcéo biolbgica ndo
Ts12 TsPep2 CGGCNRKCCAGGC | 7434.6 | 8.09 conhecida.
precursor RSGKCINGKCQCYG (Pimenta et al., 2003)
RSDLNEEFENYQ
TsPep3; Peptide TVKCGGCNRKCCP Funcéo biol(?gica nédo
Ts13 TslsepS GGCRSGKCINGKCQ | 3027.6 | 9.10 conhecida.
CYy (Pimenta et al., 2003)
Hypotensin-1 AEIDFSGIPEDIIKQI 2795 451 Hipotensina
(TsHpt-1) KETNAKPPA ' (Verano-Braga et al., 2008)
Hypotensin-2 | AEIDFSGIPEDIIKEIK 2796 436 Hipotensina
Ts14 (TsHpt-I1) ETNAKPPA ' (Verano-Braga et al., 2008)
Hypotensin-3 AEIDFSGIPEDIIKQI 2654 451 Hipotensina
(TsHpt-111) KETNAKPP ' (Verano-Braga et al., 2008)
Hypotensin-4 | AEIDFSGIPEDIIKEIK 2655 436 Hipotensina
(TsHpt-1V) ETNAKPP ' (Verano-Braga et al., 2008)

Fonte: Cologna et al, 2009. Adaptado por Barbara Mendes

Proteases

Enzimas proteoliticas sdo encontradas em muitos venenos e/ou peconhas, mas

poucos séo o0s estudos que demontraram a presenca de proteases em escorpides (Almeida
et al., 2002).
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Almeidaet al., (2002) relataram a presenca de enzimas proteoliticas com atividade
gelatinolitica nas peconhas de T. serrulatus e T. bahiensis. Essas enzimas apresentaram
maior atividade em pH 8,0, o pH 6timo para serino proteases (Walsh; Wilcox, 1970) e
apenas o0 PMSF (inibidor de serino proteases) foi capaz de inibir significamente sua acéo,

infere-se entdo que essas enzimas seriam serino proteases.

Recentemente foi verificada a presenca de metaloproteases (VAMP’s). Estas
enzimas clivam especificamente proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
attachment receptor), que estéo presentes no pancreas e relacionadas a formacéo e adeséo
de vesiculas de transporte e secretorias. As presencas das proteases VAMP’s podem estar
associadas a pancreatite desenvolvida em alguns pacientes apds envenenamento (Fletcher
et. al., 2010).

As enzimas proteoliticas da peconha de T. serrulatus podem aumentar a permeabilidado
tecido, facilitando a propagacdo das outras proteinas do veneno, e elas podem estar
envolvidas no processamento poés-traducional de toxinas. De acordo, com Martin-
Eauclaire et al. (1994) alguns precursores de toxinas da peconha de T. serrulatus podem
sofrer modificacdes pds-traducionais por proteases tipo exopeptidases e eles sugeriram
que as proteases podem, alternativamente, estar envolvidas no processamento pos-

traducional de toxinas como Ts1 e Ts3.

Bertazzi (2007) mostrou que a peconha de T.serrulatus contém proteases (MQ-5
e MQ-7), que sdo capazes de ativar o sistema complemento e podem, portanto, ser
importantes no contexto do processo inflamatério que ocorre em consequéncia do

envenenamento.

Hialuronidase

Hialuronidases compreendem um grupo de enzimas que catalisam a degradacéo
do &cido hialurénico, um polissacarideo encontrado principalmente na matriz extracelular
de tecidos conjuntivos (Kreil, 1995). Hialuronidases da peconha ndo sdo toxicos por si
sO, mas sdo considerados como fatores de propagacdo porque facilitam a difusdo das

toxinas para os tecidos, contribuindo assim para envenenamentos locais e sistemicos, uma
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vez que aumentam a absorcdo do veneno e a taxa de difuséo através dos tecidos da vitima
(Pessani et al., 2001; Xu et al., 1982; Tu; Hendon,1983; Pukrittayakamee et al., 1988).

A eficacia do tratamento por antipegonhas escorpibnicas, quando a sua
administracdo ndo ocorre logo apés o acidente, tem sido argumentado por varios autores
(Gueron; Ovsyshcher, 1987; Revelo et al.,1996). A rapida difusdo do veneno através dos
tecidos, que € largamente favorecida pela hialuronidases, restringe a eficacia de
antipeconhas. Possani et al. (1997) demonstraram, pela primeira vez que a peconhade T.

serrulatus mostra atividade hialuronidasica.

Pessini et al. (2001) isolaram a hialuronidase da peconha de T. serrulatus por
cromatografia de troca ibnica em CM-celulose a pH 7,8 seguido por uma recromatografia
da fracdo ativa na mesma coluna, a pH 4,7. Eles mostraram que esta proteina afetou a
atividade da principal toxina da peconha, a Ts1, no que se refere a alteracGes nos niveis
séricos de creatina quinase (CK), lactato dehidrogenase (LD) e aspartato
aminotransferase (AST). Estes autores também demonstraram o efeito inibitorio de
flavonoides isolados de Baccharis trimera, Grazielia mollissima, Gochnatia polymorpha
e Lychnophora martiana na atividade da hialuronidase, onde desmethoxicentaureidine

(Gochnatia polymorpha) foi capaz de produzir mais de 90% de inibic&o.

O pH 6timo e a temperatura para atividade méxima da hialuronidase isolada (51
kDa) da peconha de T. serrulatus s&o de 6,0 e 40 ° C, respectivamente. A sua Kw foi de
69,7 mg/ml a 37 ° C e sua atividade especifica foi 19.900 + 1.730 unidade reduzida de
turbidez (TRU) / mg contra 845 + 88 TRU / mg para a peconha bruta (Pessini et al., 2001).

1.5 Isolamento de toxinas da peconha escorpidnica

Ap0s as primeiras tentativas para isolar os componentes ativos da peconha de
escorpides a partir de homogenados de telsons (Wilson, 1904; Mohamed, 1942), vérias

metodologias foram empregadas.
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O método geral de purificacdo de toxinas de escorpides, proposto por Miranda et
al. (1970), consiste em: (a) extracdo da peconha com agua destilada, para eliminar
mucoproteinas que poderiam prejudicar os passos seguintes da purificagdo, (b) filtragdo
em gel de Sephadex G-50, (c) cromatografia de troca idnica (catibnica e anidnica
sucessivamente). Desta forma os autores isolaram 11 neurotoxinas da peconha dos
escorpifes Androctonus australis Hector, Buthus occitanus tunetanus e Leiurus

quinquestriatus quinquestriatus, ativas em mamiferos, insetos ou crustaceos.

Os primeiros trabalhos de purificacdo de toxinas da peconha do escorpido Tityus
serrulatus Lutz e Mello Campos foram realizados por Diniz e Gongalves (1956, 1960),
utilizando eletroforese em papel e gel de amido. Posteriormente, Gomez e Diniz (1966)
extrairam veneno bruto com agua e isolaram duas fragGes toxicas, utilizando filtracdo em
gel de Sephadex G-25, seguida de cromatografia em Carboximetil-celulose (CM-
celulose). Uma destas fracGes apresentou-se homogénea em eletroforese em papel e foi

parcialmente caracterizada por Gomez (1967), sendo denominada Tityustoxina (TsTX).

A partir destes estudos iniciais este veneno tem sido extensivamente estudado e
muitas de suas toxinas isoladas e caracterizadas (Coutinho-Netto, 1975; Toledo e Neves,
1976; Possani et al., 1977, 1981; Sampaio et al., 1983; Martin-Euclaire et al., 1985;
Arantes et al., 1989, 1994).

Toledo e Neves (1976) purificaram duas toxinas da peconha de Tityus serrulatus,
TsTX-l1 e TsTX-1I, através de filtracdo em Sephadex G-25 e cromatografia em CM-
Celulose-52, utilizando gradiente convexo de concentracdo de acetato de aménio para a
eluicdo. A TsTX-I apresentou N-terminal lisina e peso molecular 6.932, enquanto que a
TsTX-II revelou N-Terminal glicina e peso molecular de 8.500. Ambas apresentaram

metionina em sua composicao.

Possani et al. (1977), utilizando filtracdo em gel de Sephadex seguida de
cromatografia em CM-celulose com tampéo fosfato e recromatografia em CM-celulose
com gradiente de NaCl em tampdo acetato, obtiveram a TsTX-y, que apresentou

composi¢do em aminoécidos semelhante & TsTX-I obtida por Toledo e Neves (1976).

Sampaio et al. (1983) isolaram e caracterizaram cinco toxinas da pegonha de
Tityus serrulatus: T1VII, T1VI, T2l T2IV e T1IV, sendo que as T1VIIl e T2IV

apresentaram composicdo em aminoacidos semelhante a TsTX-1 (TOLEDO; NEVES,
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1976) ou TsTX-y (POSSANI et al., 1977). Para a purificacdo destas toxinas os autores
utilizaram filtracdo em Sephadex e cromatografia em CM-celulose-52 em tampéo
bicarbonato de amonio, pH 8,0.

Em 1997, Sampaio et al. isolaram a TsTX-VII, que libera acido glutamico e &cido
acido gama-amino-butirico (GABA) de sinaptosomas de cérebro de rato, efeito nédo
bloqueado pela tetrodotoxina, indicando que seu mecanismo de liberagcdo ndo envolve
canais de Na+.

Arantes et al. (1989) desenvolveram um processo simplificado para o
fracionamento da peconha de Tityus serrulatus na qual foi abolida a filtracdo em gel de
Sephadex. A fracdo soltvel da pegonha foi cromatografada em coluna de CM-celulose-
52, sendo obtidas 13 fracGes protéicas (I-XIII), das quais a XIII foi considerada pura
(Figura 14). A caracterizacdo quimica desta fracdo mostrou que a mesma é corresponde
a toxina y (POSSANI et al., 1977). Dessa forma a TsTX-I, considerada a toxina mais
abundante e letal da peconha de T. serrulatus, foi obtida em um Unico passo
cromatografico. A partir da recromatografia das fragdes obtidas nesse cromatograma, foi
identificada a grande maioria das toxinas ja estudadas da peconha. Adicionalmente, foram

purificados e caracterizados novos componentes da mesma.
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Figura 14: Perfil cromatogréafico da fracdo soltvel da pegonha de T. serrulatus fracionada e CM-
celulose-52. Coluna de 2,4 x 63,0 cm, equilibrada com tamp&o bicarbonato de aménio 0,01M, pH 7,7. Fluxo: 26,7
mL/h; Temperatura 4°C. A amostra foi inicialmente eluida com 150 mL de tamp&o bicarbonato de amdnio 0,01mol/L,
pH 7,8, iniciando-se a seguir um gradiente convexo de concentragdo do mesmo tampé&o de 0,01 a 1,0M. Fonte: Bertazzi,
2007.

Da recromatografia da fragdo IX em CM-celulose-52 utilizando tamp&o acetato
de aménio, pH 4,7 (Arantes et al., 1989) foram obtidas as toxinas IX3 (TsTX-II),
semelhante a toxina T1V1 (Sampaio et al.,1983), e a IX5 (TsTX-I11), semelhante a toxina

I11-8 (Possani et al., 1981). Também se encontra na fragdo 1X a hialuronidase da pe¢onha.

A recromatografia da fracdo X, nas mesmas condicGes, revelou duas toxinas
purificadas, a X2 e X4. A caracterizacdo quimica dessas toxinas mostrou que X4 é
homologa a TsTX (Coutinho-Neto, 1975) e a toxina X2 ndo se identificou com nenhuma
outra toxina ja isolada de T. serrulatus, sendo denominada TsTX-1V, sendo caracterizada
como uma o-neurotoxina de peso molecular de 7230,0, capaz de retardar a inativagéo de

canais para Na+ sensiveis a voltagem (Arantes et al. 1994).

Arantes et al., (1994), a partir da recromatografia da fracdo XI, obtiveram duas
toxinas com elevado teor de pureza, a XI-1 e a XI-2. A toxina XI-1 representa
aproximadamente 20% da fracdo XI e foi identificada como sendo a TsTX. A toxina XI-

2 (47% da fracao XI) causou o prolongamento do potencial de acdo de fibras mielinizadas
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do nervo vago de coelho e apresentou uma sequéncia amino-terminal diferente de

qualquer outra ja isolada, sendo entdo denominada TSTX-V.

Em 1996, Chavez-Oldértegui et al. purificaram e sequenciaram um peptideo quase
idéntico a TsTX-1V (Marangoni et al., 1990) e denominaram-no de “proteina ndo toxica”
(TsNTxP), a qual possui uma glicina adicional na regido C-terminal e na posicao 50, um
acido aspartico no lugar do acido glutdmico encontrado na TsTX-VI. A TsNTxP foi
purificada por uma combinacéo de filtragdo em gel e cromatografia de troca anionica.

Posteriormente, Sampaio et al., (1997) , com uma associacdo de filtraces e
cromatografias de troca cationica, isolaram a TsTX-VII, que libera &cido glutamico e
acido gama- aminobutirico (GABA) de sinaptosomas de cérebro de rato, efeito ndo
bloqueado pela tetrodotoxina , indicando que seu mecanismo de liberacdo ndo envolve
canais para Na*. Pessini et al. (2001) isolaram a hialuronidade presente na peconha de T.
serrulatus utilizando cromatografia em CM-celulose-52 em pH 7,8, seguida de

recromatografia na mesma coluna em pH 4,5.

Trabalhos mais recentes tem utilizado a cromatografia liquida de alta performace
em coluna de fase reversa C18 (RP-HPLC) como passo final do processo de purificacao.
Este procedimento mostra-se muito adequado para o fracionamento de toxinas

escorpidnicas, visto serem proteinas de baixo peso molecular.

Cologna et al., 2011 purificaram e caracterizaram, por meio de cromatografia de
troca idnica em CM-celulose-52 seguida de fase reversa em C18, uma nova neurotoxina
de T. serrulatus presente na fracdo X do fracionamento da peconha em CM-celulose-52,
denominada Ts15, com acdo sobre canais para K*. A Ts15 é o primeiro membro de uma
nova subfamilia a-KTX da peconha do escorpido T. serrulatus.
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A RP-HPLC apresenta alta resolugdo dos componentes das fracGes da peconha

como mostra a figura 15.
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Figura 15: Perfil cromatografico de RP-HPLC, em coluna C18, da fracdo X resultante do
fracionamento da pegonha de Tityus serrulatus em CM-celulose-52. Proteinas adsorvidas foram eluidas com um
gradiente linear de acetonitrila (0-60%) em 0,1% de &cido trifluoroacético, fluxo de 1 mL/min. Absorbancia monitorada
a 280 nm. Inserido: PAGE (nativa) de acrilamida a 10% (w / v), pH 4,5.A migracdo de proteinas é para o catodo.

Fonte: Cologna et al., 2011

1.6 Aplicag¢des Biotecnoldgicas de toxinas escorpionicas

O estudo da peconha escorpibnica € justificavel devido as suas inameras
aplicacdes, estendendo-se desde a busca de uma terapia mais efetiva para o
envenenamento, até o esclarecimento de mecanismos fisiologicos de varios sistemas

bioldgicos, passando por sua potencial utilizagdo como inseticidas e medicamentos.
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1.6.1 Desenvolvimento de Terapias para o envenenamento

Para a producdo de soro, a peconha é extraida de escorpides, recebe substancias
adjuvantes que aumentam seu potencial antigénico e € inoculada subcutaneamente em
doses de concentragBes crescentes em cavalos. Entdo é extraido o sangue rico em
anticorpos, que sdo posteriormente purificados. Atualmente a administragcdo de
antipeconha produzida em cavalos é reconhecida e utilizada como tratamento para
acidentes causados por escorpifes. Porém, o seu uso possui algumas desvantagens: o
rebanho equino é oneroso, a toxicidade da pe¢onha diminui o tempo de vida do animal,
os anticorpos séo heterdlogos e podem causar rea¢des de hipersensibilidade, como doenca
do soro e anafilaxia; além de ser produzido para toda a peconha incluindo proteinas ndo

toxicas.

Dessa forma surge a necessidade do desenvolvimento de terapias mais efetivas
contra 0 envenenamento, como a produgdo de um soro contra as toxinas escorpionicas
mais toxicas para mamiferos. 1sso se torna uma maneira mais efetiva e direcionada no
combate dos componentes toxicos do veneno, uma vez que os anticorpos produzidos
serdo especificos as toxinas, levando a administracdo de uma quantidade menor de soro

as vitimas.

Uma das terapias que tem sido desenvolvida é a producdo de anticorpos humanos
pela tecnologia de Phage Display, é uma alternativa que comeca a ser estudada, por ela
n&o utilizar o rebanho equino, eliminar as reac6es de hipersensibilidade e os anticorpos

serem produzidos diretamente contra toxinas alvo (Pucca, 2009)

A estratégia de producéo de anticorpos monoclonais ou fragmentos de anticorpos
recombinantes contra peconhas ou toxinas vem sendo empregada com sucesso por Varios
grupos. Alvarenga et al. (2003) produziram um painel de 9 Mabs contra a fragdo toxica
do venenos do escorpido T. serrulatus, sendo que o0 mAb denominado Tsl foi capaz de
neutralizar 50% da atividade toxica da peconha bruta. A produgdo de anticorpos
monoclonais e fragmentos de anticorpos recombinantes apresentam uma série de
vantagens em relacdo aos anticorpos inteiros, para utilizacdo tanto no diagnostico quanto

no tratamento de envenenamentos. A possibilidade oferecida pela engenharia molecular
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de anticorpos em produzir fragmentos de anticorpos de tamanhos e afinidades diferentes,
mono e bi especificos, com novas propriedades farmacocinéticas, abre espaco para um
segunda geracdo de antipegonhas melhores e mais bem adaptadas ao tratamento das

pessoas.

Outra alternativa muito atrativa para solucionar alguns problemas na atual
preparacdo dos soros é o uso de toxinas recombinantes na producao de soro neutralizante.
Nosso grupo propde o uso de toxinas recombinantes para o desenvolvimento de
antipeconhas mais especificas. Procuramos, entao, isolar, caracterizar, clonar e expressar
toxinas que possam auxiliar na producdo de antipeconhas com alta capacidade
neutralizante. Descrevemos, por exemplo, as propriedades imunoldgicas e quimicas das
proteinas TSNTxP e LiD1, purificadas da pe¢onha de T. serrulatus e da aranha Loxosceles
intermedia, respectivamente. Melhora significativa foi obtida com a utilizacdo dessas
proteinas recombinates para producdo de antipeconhas para escorpides Tityus e aranhas

Loxosceles.

Nossa estratégia de trabalho é baseada na procura de toxinas produzidas na
glandula de veneno por meio da analise de bibliotecas de cDNA (Kalapothakis et al.,
2007, 2003, 2002, 1998, Felicori et al., 2006, Araujo et al., 2003, Cardoso et al., 2003,
Carneiro et al., 2003, Penaforte et al., 2000).

Guatimosim et al. (2000) clonou o cDNA da proteina ndo toxica de T. serrulatus
Ts4 (TSNTXP) e expressou em sistema bacteriano usando o vetor pMAL c2 (expressdo
citoplasmatica). O soro anti-proteina recombinante (TSNTxP/MBP) foi capaz de
neutralizar eficientemente 20 DLso da peconha do escorpido T. serrulatus, da mesma
maneira que a proteina nativa. Mendes et al. (2008) expressaram a Tsl no vetor
bacteriano pET 11a, obtendo uma proteina em corpos de incluséo, que apos solubilizacdo
foi utilizada para se obter um soro com poder de proteger 75% quando utilizado 2 DLsg
da peconha de Tityus serrrulatus. Carmo (2011) expressou a Ts3 em vetor bacteriano pET
26, obtendo também uma proteina em corpos de incluséo, cujo soro produzido néo foi
capaz de proteger eficientemente nenhuma DL 50 da peconha de T.serrulatus,
provavelmente essa ineficiéncia na produgdo de soro neutralizante se deu pela incorreta
conformacéo obtida por essa toxina recombinate, uma vez que ela reconheceu epitopos

lineares mas nédo epitopos conformacionais da toxina Ts3 nativa .



Introducdo 56

Entretanto, nem sempre usar uma unica toxina para producéo do soro €é eficaz para
neutralizar todos os efeitos toxicos da pe¢onha bruta (Mendes et al., 2008) ou obter um
poder neutralizante adequado para utilizagdo em humanos (neutralizar 5DLso da peconha)
(Guatimosim et al., 2000, Alvarenga et al. 2005, Mendes et al., 2004), portanto, estamos
trabalhando na producéo de uma proteina quimérica em tandem contendo sequéncias das

principais toxinas, responsaveis pelo envenenamento.

1.6.2 Ferramentas Farmacologicas em sistemas bioldgicos

Toxinas escorpionicas tém sido amplamente utilizadas como ferramentas

farmacoldgicas para esclarecer sistemas bioldgicos complexos.

As neurotoxinas que interagem seletivamente com canais para Na*, K" ou Ca2*
sensiveis a voltagem sdo ferramentas essenciais para o entendimento da base molecular
da excitabilidade elétrica. Elas tém sido utilizadas para estudar as propriedades estruturais
e mecanismos de acdo dos canais i6nicos, examinar as varias condutancias presentes em
diversos tipos de células (Hille, 1992) e identificar diferentes tipos de canais e o papel
fisiologico dos mesmos. Também devido a sua alta afinidade, as toxinas podem ser usadas
como ferramentas no isolamento de canais e no estudo de sua distribuicdo (Lombet;
Lazdunski, 1984; Lazdunski et al., 1986; Boudier et al., 1988)

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar algumas patologias, como
por exemplo, epilepsia, hipertensdo, arritmias cardiacas e doencgas auto imunes como
esclerose multipla, artrite reumatoide, psoriase e diabetes do tipo 1. Apesar das bases
bioquimicas destes processos ndo estarem bem compreendidas, sabe-se que 0s canais
ionicos (principalmente canais para K*) exercem papel fundamental nas suas
manifestacOes, tornando-se dessa forma alvos importantes para a pesquisa de
moduladores seletivos de alta afinidade a tipos especificos de canal e desevolvimento de
novos farmacos. Os efeitos fisiologicos produzidos pelas toxinas de escorpifes, bem
como sua especificidade pelos canais i6nicos, fazem dessas moléculas importantes

modelos aplicaveis nestas areas (Giangiacomo et al., 2007; Rajendra et al., 2004).
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Portanto, pesquisas utilizando toxinas de escorpides sd0 promissoras,
principalmente considerando-se a biodiversiddade de compostos que ainda podem ser
descobertos e explorados.

1.6.3 Potenciais medicamentos

Toxinas com acdo em canais para K* mostram baixa toxicidade, o que torna
possivel sua utilizacdo como potenciais medicamentos. O bloqueio de canais para K*
induz muitas condicdes fisiopatoldgicas, contudo ha exemplos em que o bloqueio de um
determinado canal para potassio pode produzir um efeito terapéutico desejado. Por
exemplo, a terapia de primeira linha para o tratamento de diabetes tipo Il sdo
sulfoniluréias, compostos que blogueiam canais para K* dependentes de ATP em células
B pancredticas. Além disso, dofetilida, um inibidor de canais Ikr, € usado para a conversao
e a manutencdo de ritmo sinusal em pacientes com fibrilacdo arterial. Potenciadores
cognitivos, como linopiridina e XE-991, sdo bloqueadores de canais KCNQm (Lewis;
Garcia, 2003)

Entre os canais Kv, o subtipo Kv1.3 tem sido bastante estudado como promissor
alvo farmacolégico em doencgas autoimunes, pois desempenha papel crucial na
patogénese dessas doencas, portanto inibidores seletivos para Kv1.3 podem representar
uma terapia adequada para o tratamento da esclerose mdltipla e outras doencas auto
imunes como diabetes tipo I, psoriase e artrite reumatoide. Bloqueadores de canais Kv1.3
inibem a reacdo de hipersensibilidade retardada a tuberculina, indicando que esses canais
poderiam ser alvo de agentes imunossupressores (Beeton et al., 2001; 2003; 2005; 2006).

Bloqueadores seletivos para canais de K* podem também ser efetivos no
tratamento de cancer, visto que o gene humano relacionado aos canais para K* do tipo
hERG (ether-a-go-go-related-gene) parece ser expresso em grandes propor¢des em
diferentes tumores. Neste contexto, a seletividade das ErgTx toxinas, BeKM-1 e APETx-
1 para canais do tipo hERG pode ter implicacdes terapéuticas (Korolkova et al., 2002;
Diochot et al., 2003).

Toxinas que bloqueiam canais para Cl* apresentam alto potencial para o

tratamento de cancer, pois a expressdo dos mesmos em diferentes tipos de cancer é muito



Introducdo 58

maior que a normal. A clorotoxina, um peptideo composto por 36 aminoacidos, isolado
de uma espécie de escorpido israelense Leiurus quinquestriatus (Debin et al., 1993), pode
blogquear canais para ClI" de epitélio de rato e também ligar-se especificamente a canais
para ClI" com alteracdes patologicas em celulas gliais apresentando, portanto, potencial
para o tratamento de cancer e aplicacdo para o estudo de células tumorais (Ullrich et al.,
1995; Zhijian et al., 2006).

Com base nessas constatacfes a TransMolecular Inc. esta executando ensaios com
a *11-TM-601 (**!I-clorotoxina) visando seu uso como uma nova droga para o tratamento
de gliomas. Estudos realizados em pacientes com glioma recorrente, que receberam na
cavidade tumoral injecdo de clorotoxina marcada com iodo radioativo (311-TM-601),
demonstraram que ela apresenta alta afinidade com a parede de glioma, quando
comparada ao tecido normal. Estes dados sugerem que uma grande dose de radiacdo pode
ser liberada no local para matar células tumorais residuais, sem toxicidade ao tecido
normal. Esta nova molécula apresenta um potencial promissor na melhoria de pacientes

com glioma (Mamelak et al., 2006).

Os dados apresentados acima mostram a relevancia dos estudos com peconhas de
escorpifes, por serem fontes inestimaveis de compostos que apresentam alta
especificidade para alvos importantes em diferentes sistemas biol6gicos, destacando o

potencial das toxinas para o desenvolvimento de novos farmacos.

1.6.4 Potenciais inseticidas

Uma caracteristica importante de toxinas de escorpido é a sua habilidade em
discriminar canais de invertebrados e canais de vertebrados. Toxinas escorpibnicas
inseto-seletivas poderiam servir para o desenvolvimento de inseticidas modernos a serem
usados no combate a pragas em lavouras, trazendo importantes beneficios a agricultura
(Bosmans; Tytgat, 2007)

Os inseticidas classicos (DDT, Organofosforados e Carbamatos), introduzidos
entre as decadas de 1940 e 1960, sdo altamente toxicos para seres humanos e seu

mecanismo de acdo envolve interagdes com receptores de acetilcolina do sistema nervoso
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central, canais para sodio dependentes de voltagem, receptores de GABA, receptores para
Glutamato e acetilcolinesterase (Nicholson, 2007).

O uso intensivo deste inseticita conduziu ao desenvolvimento de resisténcia em
muitas espécies de insetos e projetos foram desenvovidos para substituir estas substancias
quimicas. Por exemplo, devido a falta de toxicidade da toxina AaHIT (do escorpido
Androctonus australis Hector) em mamiferos e sua atividade altamente potente em
insetos, a mesma foi usada para reforgar a agdo inseticida natural do baculovirus (Zlotkin
et al., 2000). A insercdo do gene que codifica a AaHIT causa um aumento da mortalidade
de insetos causada pelo baculovirus (principalmente contra lepddpteros). Mais
recentemente as pesquisas neste campo tém focado no aumento da eficcia do baculovirus
com toxinas de escorpido que interagem cooperativamente (Regev et al., 2003). Porém,
mais pesquisas sdo necessarias para que a baculovirose de recombinantes possa ser
considerada como uma alternativa ou adjuvante para os inseticidas quimicos que sdo

usados hoje em dia.

1.7 Toxinas recombinantes

A expressdo de toxinas de animais peconhentos j& é realidade a algum tempo
(Carbonnel et al., 1988; Maeda et al., 1991; Pang et al., 1992; Martin-Eauclaire et al.,
1994; Chejanovsk et al., 1995). Ela surgiu da necessidade de se obter toxinas animais em
grande quantidade, uma vez que a quantidade de toxina obtida diretamente da pegonha
ou veneno pode ser bastante limitada. Dentre as varias estratégicas utilizadas, podem-se
incluir sistemas que permitem a expressdo das sequéncias clonadas em bactérias,

leveduras, células de insetos e plantas.

Bactérias e leveduras sdo sistemas mais bem estabelecidos para super expressao
de genes exdgenos. Cada sistema tem vantagens e desvantagens. A expressdo em
leveduras conta com toda a maquinaria de um organismo eucarioto, produzindo assim

uma proteina recombinante possivelmente com atividade bioldgica (Martin-Eauclaire et
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al., 1994; Gabrielsen et al., 1990; Thim et al., 1986). As desvantagens deste sistema sdo:
dificuldade na expressdo, toxicidade da proteina expressa para a levedura (Martin-
Eauclaire et al., 1994) e falha no processamento da proteina (Pang et al., 1992). O sistema
de expressdo bacteriano se destaca pela facil manipulacdo e o rapido crescimento das

bactérias que facilita muito a obtencdo de grandes quantidades de proteinas.

As desvantagens deste sistema estdo na dificuldade de obtengédo da conformacéo
da proteina proxima a da nativa (Pang et al., 1992), degradacdo desta pelas proteases
bacterianas (Makides, 1996; Pang et al., 1992), producéo da proteina na forma insoltvel
em corpos de inclusdo (Marston, 1986) e as diferencas nos cddons preferenciais
bacterianos e da toxina que pode interferir no processo de alongamento durante sintese
protéica; muitas vezes nao sendo possivel a producgdo de proteinas biologicamente ativas
(Makides, 1996). Entretanto, nosso grupo tem obtido resultados positivos utilizando

corpos de inclusdo no processo de imunizagdo (Lobato et al., 2010).

Martin-Eauclaire et al. (1994) obtiveram éxito parcial na expressdo de uma toxina
de escorpido, a AaHIT1 (inseto-toxina isolada do veneno do escorpido Androctonus
australis Hector). Esta inseto-toxina foi expressa em células de leveduras apo6s a
subclonagem do cDNA correspondente no plasmideo pMAal. A proteina expressa
apresentou atividade bioldgica, entretanto pequenas quantidades da proteina (4 pg/L de
cultura) foram obtidas empregando-se esta estratégia. Pang et al. (1992) expressou uma
inseto-toxina I5A isolada do veneno do escorpido Buthus eupeus em leveduras,
conseguindo um alto nivel de expressdo (50-100 pg/L de cultura), mas a toxina
recombinante ndo apresentou toxicidade que pode estar relacionado a um processamento

indevido na extremidade N-Terminal.

Os niveis de expressdo mais altos obtidos com toxinas de escorpido,
biologicamente ativas, foram encontrados em vetores para bactérias: 1mg/L de cultura de
BotXIV (Bouhaouala-Zahar et al., 1996), 300 ug/L de cultura de kaliotoxina 2 (Legros
et al., 1997), 1mg/L de cultura de caribdotoxina (Park et al., 1991).

No entanto, algumas vezes ocorrem excecdes e 0 produto expresso ndo consegue
assumir uma conformacdo adequada e sdo necessarias etapas de desnaturagdo e

renaturacdo da proteina (Rudolph et al., 1998). Ou ainda pode ocorrer da proteina formar
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agregados insoluveis, os corpos de inclusdo, que devem ser isolados e solubilizados
(Rudolph & Lilie, 1996).

Em adigdo, muitos progressos tém sido feitos na area de expressdo de genes
eucariotos em bactérias. Varios vetores foram construidos na tentativa de melhorar a
estabilidade e conformacdo das proteinas expressas. Estratégias para minimizar a
proteolise de proteinas recombinantes em E. coli e melhorar a conformag&o das proteinas
tém sido revisadas em detalhes: proteina alvo exportada para periplasma ou meio de
cultura, uso de linhagens deficientes de proteases, proteinas de fusdo, gene alvo em
tandem, co-expressdao com chaperonas, crescimento usando tempos menores, uso de

cddons preferenciais para bactérias, entre outros (Makides, 1996).

Bouhaouala-Zahar et al. (1996) conseguiram expressar a inseto toxina Bot XIV
(inseto toxina do escorpido Buthus occitanus tunetanus) produzida em fusdo com dois
dominios Z da proteina A, em células bacterianas. Os altos niveis, alcancados na
expressdo desta proteina, permitiram a purificacdo de grande quantidade do produto
recombinante, que foi utilizado como imundgeno para camundongos. O soro obtido
apresentou caracteristicas neutralizantes, sugerindo gque a estrutura adotada pela toxina na

proteina hibrida foi proxima a apresentada pela nativa.

Matavel et al. (2002) clonou o cDNA do peptideo neurotoxico Tx2-6 da
Phoneutria nigriventer e expressou em sistema bacteriano usando o vetor pMAL c2. A
proteina de fusdo Tx2-6/MBP foi capaz de induzir efeitos excitatérios no canal de sodio,
porém com menor intensidade e sem letalidade quando inoculada intracerebroventricular
em camundongos. Estudos eletrofisiolégicos mostraram que a proteina clivada Tx2-6-
rec, MBP e proteina de fusdo Tx2-6/MBP ndo alteraram os parametros cinéticos das
correntes de sédio em musculo liso de rd, entretanto a Tx2-6/MBP foi capaz de aumentar

0 pico da corrente de sodio aproximadamente em 50%.

Nosso grupo se destaca pela utilizacdo de técnicas de clonagem e expressao de
toxinas (Penaforte et al., 2000; Cardoso et al., 2003; Kalapothakis et al., 2007, 2003,
2002, 1998; Araujo et al., 2003; Carneiro et al., 2003; Felicori et al., 2006).

Kalapothakis et al. (2002) clonou e expressou a LiD1, uma proteina também
expressa na glandula de veneno da aranha-marrom Loxosceles intermedia com atividade

dermonecrdtica que tem sido encontrada em aranhas do género Loxosceles. LiD1 foi
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clonado utilizando a mesma biblioteca de cDNA construida a partir da glandula de veneno
de L. intermedia e anticorpos contra proteinas com atividade dermonecrotica isoladas a
partir da peconha bruta da presente aranha. LiD1 foi expressa como uma proteina fundida
com a proteina beta-galactosidase utilizando o vector pBK-CMV, resultando na recLiD1
proteina recombinante com importantes propriedades imunolégicas. A recLiD1 foi
fortemente reconhecida por anticorpos anti-dermonecrotica e também foi capaz de gerar
anticorpos reativos contra as proteinas nativas dermonecroéticas isoladas a partir da
peconha de L. intermedia. Dias-Lopes et al. (2010) mostrou que injecdes em ratos da
peconha bruta de Loxosceles intermedia da toxina recombinante recLiD1, produzem
sintomas sistémicos semelhantes aos encontrados em seres humanos envenenados. Este
modelo animal foi utilizado para caracterizar os efeitos da peconha de Loxosceles
intermedia em tecidos cardiacos, mostrando que ela desempenha um papel chave na

disfuncdo do coracéo

Araujo et al. (2003) clonou uma proteina homdloga a toxina dermonecrética a
partir de uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno da aranha Loxoceles intermedia,
a toxina foi expressa em células de E. coli como uma proteina de fusdo com beta-
galactosidase (Li-rec) e foi purificada por filtragdo molecular e cromatografia de
afinidade (Kalapothakis et al., 2002). A proteina Li-rec foi caracterizada e utilizada como
um antigeno para producdo de anticorpos em coelhos e camundongos. Os anticorpos
produzidos foram capazes de reconhecer a pe¢onha bruta. Ensaios de neutralizacdo in
vitro indicaram que 1 ml de soro de coelho contra Li-rec foi capaz de neutralizar 25 DLsg
da peconha bruta. Em experiéncias de protec¢éo in vivo, camundongos imunizados foram
desafiados com vérias doses da peconha de Loxosceles, e foram totalmente protegidos

contra 2,5 DLso da pegonha.

Guatimosim et al. (2000) clonou o cDNA da proteina ndo toxica do T. serrulatus
TSNTxP e expressou em sistema bacteriano usando o vetor pMAL c2 (expressdo
citoplasmatica), as caracteristicas imunogénicas da Ts4 recombinante foram as mesmas
da Ts4 nativa. Mendes et al. (2008) expressaram a Tsl no vetor bacteriano pET 11a,
obtendo uma proteina em corpos de inclusdo, que apds solubilizag&o foi utilizada para se
obter um soro com poder de proteger 75% quando utilizado 2 DLso da pegconha de Tityus

serrrulatus.
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Recentemente, nosso grupo obteve sucesso na clonagem e expressdo de uma
toxina bacteriana. Souza et al. (2010) clonou o gene da toxina épsilon produzida por
Clostridium perfringens que desencadeia enterotoxemia em ovinos, caprinos e bezerros,
podendo levar a morte repentina do animal afetado. A intervencdo terapéutica é um
desafio, porque a doenca progride muito rapidamente, no entanto, pode ser prevenida pela
imunizacdo com vacinas especificas imunogénicas. A clonagem do gene etx, que codifica
a toxina epsilon, ocorreu no vector pET-11a; a toxina epsilon recombinante (rec-epsilon)
foi expressa em corpos de inclusdo e foi utilizado para a imunizacédo de coelhos. Protecéo
do soro foi avaliada e testes de neutralizacdo cruzada de soro foram utilizados para
caracterizar a toxina recombinante. Para analisar o potencial antigénico da toxina, 0s
coelhos foram imunizados com 50, 100 ou 200 ug de toxina recombinante, utilizando gel
de hidroxido de aluminio como adjuvante. Os titulos de 10, 30 e 40 IU / mL foram obtidos,
respectivamente. Estes titulos foram superiores ao nivel minimo exigido pela
Farmacopeia Europeia (5 Ul / mL) e pelo Cddigo de EUA Federal regulamento (2 Ul /
mL). Assim, a rec-epsilon € um bom candidato para a producdo de vacina contra a

enterotoxemia causada pela toxina épsilon de C. perfringens tipo D.

Vérias proteinas recombinantes foram expressas no espaco periplasmatico de
bactérias E. coli, com alto nivel de expressdo e com producéo de proteinas recombinantes
com caracteristicas das proteinas nativas e com atividade biol6gica. Swartz & Mackinon
(1995) expressaram a hanotoxina (HaTx - toxina da aranha Chilean Tarantula) em fusao
com a MBP no periplasma, apés clivagem a proteina recombinante purificada foi capaz
de inibir 55% da corrente de potassio, intimamente de acordo com a inibicdo da HaTx
nativa. A kaliotoxina (KTX) isolada do veneno do escorpido Androctonus australis
também foi expressa no periplasma e era completamente ativa ap0s etapas de renaturacéo
(Legros et al., 1997). Smith et al. (1993) expressaram no periplasma a dentrotoxina,
toxina isolada da mamba preta; a proteina recombinante foi expressa em grandes

quantidades e apresentou atividade bioldgica.

Dessa forma, estudos com toxinas recombinantes tem se mostrado uma ferramenta
importante para a ampliacdo de estudos com toxinas de baixo rendimento, além de
apresentar um leque de possiveis aplicacbes para o desenvolvimento cientifico e

biotecnologico.
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1.7.1 Toxina Ts1 recombinante

Nosso grupo vem trabalhando ha algum tempo com toxinas recombinantes de
Tityus serrulatus visando a producdo de imundgenos eficientes contra a pegonha desse
animal. Em um estudo voltado para a toxina Ts1 recombinante (Mendes, 2007) foram
construidos clones com 1 cOpia, 2 e 4 copias em tandem dessa toxina denominados

respectivamente Ts1-1, Ts1-2 e Ts1-4.

A sequéncia nucleotidica correspondente a sequéncia da toxina Tsl foi
previamente obtida a partir de uma biblioteca de cDNA da glandula da peconha do

escorpido Tityus serrulatus presente em nosso Laboratério (Kalapothakis et. al., 2001).

Mendes (2007) expressou a toxina Ts1 recombinante com uma cépia (Ts1-1) e
com duas copias em tandem (Ts1-2) em células BL21 (DE3) e avaliou o potencial de
neutralizacdo do soro obtido por imuniza¢do com essas toxinas, contudo a construcao
com 4 cépias em tandem (Ts1-4) ndo foi trabalhada e se tornou objeto de estudo do

presente trabalho.
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A contrucédo da Ts1-4 se encontrava em vetor pPGEM-T Easy e 0 sequenciamento

desse clone mostrava a existéncia de um codon de parada prematuro, localizado antes do
inicio da toxina (Figura 19), Mendes (2007).

Figura 16: Sequenciamento da Ts1-4 em pGEM-T Easy (Mendes, 2007). Em azul o sitio de restricdo da
>CONSENso -; BamHI; Hindlll; EcoRI;Tsl;_, pET11a

TATACAT) CGCGGATCCAGCTATGACCATGATTACGCC

AAGCGCGCAAT TRRCCCTCRC-AG GGAACAARRGCCTGEGETACCGGECCCCCCCTCGAGGTCGACGGTA
TCGATAAGCTTAAAGAAGGTTATCTCAGTGATCACGAAGETTGCARAACTTAGTTGCTTTATCAGACCATC
GGGATACTGCGGECAGAGAATGCGGAATTARAAARAGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCTEECCCGCGTETTAC
TGCTACGGGCTTCCAAATTGCGGTGAAAGTTTGCGGATAGAGCGACGAACAAATGTAAGCTTAAAGAAGGTT
ATCTCAGTGATCACGAAGGTTGCARAACTTAGTTGCTTTATCAGACCATCCGGGATACTGCGGCAGAGAATG
CGGAATTAAAAAGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCTGGCCCGCGTGTTACTGCTACGGGCTTCCAAATTGE
GTGARAGTTTGGGATAGAGCGACGAACARATGCTAACCTTCGATATCGAATTCAT CCATAACGCTTARAGARG
GTTATCTCAGTGATCACGAAGGTTGCAAACTTAGTTGCTTTATCAGACCATCGGGATACTGCGGCAGAGA
ATGCGGAATTAAARRACGGGCTCATCGGGCTAT TGCGCCTGEGCCCGCEGTGTTACTGCTACGGGCTTCCAAAT
TGEETGRAAAGTTTGGCGATAGAGCGACGAACARAATGTAAGCTTARAGAAGCTTATCTCAGTGATCACGARG
GTTGCARACTTAGTTGCTTTAT CAGACCATCGEGATACTGCGECAGAGAATGCGGAATTARRAMCEGECTC
ATCGGGCTATTGCGCCTGECCCGCETGTTACTGCTACGEEGCTTCCARATTGCGETCGAAAGT TTGGEGATAGA
GCGACGAACAARATGTAAGCTTGATAT CEARTIECTGACCCGGEEEATCCGGCTGCTAACARARGCCCGARAR
GGAAGCTGAGTT

raminocacidos

FRSSEEENE R Cs v DED YARKRA INPHEBBBR E OK LG TG PPLEVDGI DELEEGY LS DHEGCELSCF IRP
SGYCGRECGTRRGS SGYCAWPACYCYGL PNWVRVWDRATNECK LKEGYLSDHEGCKL SCFTRPSGYCGRE
CGIRKGSSCYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCKLD IEE IDKLKEGYLSDHEGCKLSCFIRPSGYCGR
ECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVEVWDRATNRCKLEEGYLSDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIREG
SSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNECKLDIEFLTRGIRLL

enzima BamHI, em amarelo o sitio da enzima Hindlll, em verde o sitio da enzima EcoRI, em cinza a sequéncia da
toxina Ts1 de Tityus serrulatus, em sublinhado a sequéncia do vetor pGEM-T Easy. Destaque para a sequéncia em

vermelho, um codon de parada precedendo o inicio da toxina.

A grande quantidade de sitios para enzimas de restricdo presentes nessa
construcdo se deve ao fato de como ocorreu sua montagem (Figura 20). Em um primeiro
momento foi adicionado por PCR o sitio de restricdo da enzima Hindlll nas extremidades
da sequéncia da toxina Tsl para que ela fosse clonada no vetor pPGEM-T Easy através
deste sitio. Com a sequéncia inserida no vetor pPGEM-T Easy, sucedeu-se outra PRC que
amplificaria o fragmento da Ts1 com extremidades Hindlll, para posterior subclonagem
no vetor pBluescript. No momento da clonagem no pBluescript ocorreu um fato curioso,
a clonagem de 2 cdpias da toxina Tsl em tandem, provavelmente durante a PCR foram
formados produtos que se ligaram e foram clonados juntos. Entéo foi adicionado por PCR
as extremidades da Tsl com duas copias o sitio de restricdo para EcoRI e ela foi
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novamente clonada em vetor pGEM-T Easy. Por fim a sequéncia da Ts1 com 2 copias
flanqueada por EcoRl foi retirada do vetor pPGEM-T Easy e inserida no vetor pBluescript

que ja continha 2 copias da toxina Ts1 flanqueadas apenas por Hindlll. O sitio de BamHI

foi adicionado nas extremidades de toda essa construcdo com 4 copias da Tsl para sua

insercdo no vetor pET 11la.

Figura 17: Esquema da construgdo da toxina recombinante Tsl1-4. Dados obtidos de Mendes (2007).

—

Sequéncia Ts1-

Biblioteca ) pBluescript
pBluescript
Tsl
U =

Hindil  Hind il Hind 0l EcoR1
PCR

| clivagem com Eco R1 Clivagem com Eco R1

Hind Il Hind i u H HH

H
| !
0 Eco Eco

pBluescript PCR
pGEM Q

EcoR1 H H H Eco R1 Eco R1

Hind Il Hind 1 -
in in H H

Hind Il Hind Il Hind I

G pBluescript
_ @
_-— :> Subclonagem =>
Hind I Hind Il

pBluescript Il KS-
Hind Il Hind Il

Representacdo: Barbara Mendes.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de neutralizacdo dos soros obtidos através da imunizagdo de
coelhos com a toxina Ts1 nativa do escorpido amarelo Tityus serrulatus e com sua forma
recombinante Ts1-4 com quatro copias em tandem, frente ao veneno bruto e a toxina Tsl

nativa.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter a peconha bruta de Tityus serrulatus

e Purificar a toxina Ts1 da peconha bruta de Tityus serrulatus

e Clonar a sequéncia da Ts1-4 em vetor pET 1la

e Expressar e purificar a toxina recombinante Ts1-4

e Imunizar coelhos com a toxina recombinante (Ts1-4), Tsl nativa e pegonha bruta.

e Avaliar o potencial de neutralizacdo dos soros anti-peconha bruta, anti-Ts1-4
recombinante e anti-Ts1 nativa
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3 Justificativa

O nosso grupo esta envolvido na pesquisa de novos imundgenos da peconha de
Tityus serrulatus e vem buscando entender melhor a produgdo de anticorpos

neutralizantes.

A descoberta da TSNTxP deu um grande impulso em nossas pesquisas.
Inicialmente, estudamos os efeitos da proteina nativa, mas sua obtencdo possui alguns
problemas, tais como: conseguir quantidade suficiente de veneno para sua purificagao e
as varias purificacbes necessarias para se obter a proteina pura, uma vez que ela representa
menos que 1% do veneno total. Esses fatores em conjunto tornam inviavel a utilizacdo da
TsNTXP nativa para a producéo de um soro de uso comercial. Sendo assim, foi feita uma
busca do cDNA da TsNTxP em uma biblioteca de cDNA de T. serrulatus construida a
partir da glandula do veneno deste escorpido (Guatimosim et al., 1999). Uma vez clonada,
essa proteina foi expressa em grandes quantidades em bactérias e o seu poder
neutralizante testado (Guatimosim et al., 2000); o soro obtido (100 pL) era capaz de

neutralizar até 3DLso.

Nossos resultados indicam que mais estudos devem ser realizados para se obter
um imundgeno mais eficaz. As proteinas utilizadas devem produzir um soro com poder
neutralizante suficiente para uso terapéutico e com poder neutralizante superior daqueles
obtidos atualmente. Uma ampola de 5 mL do soro produzido pelo Instituto Butantan
neutraliza no minimo 7,5 DMM — doses minimas mortais — do veneno de T. serrulatus
(www.vacinas.org.br/vacinas26.htm). Uma ampola com o mesmo volume de soro
produzida pela FUNED neutraliza no minimo 5 mg do veneno de referéncia do escorpiao
amarelo (1 mg/mL)
(www.funed.mg.gov.br/produtos_servicos/imunobiologicos/bulas/Bula_Soro_Antiescor
pionico_ver.04.pdf).

Como a utilizagdo de toxinas nativas € inviavel para producdo em larga escala de
soro anti-escorpidnico, decidiu-se utilizar proteinas recombinantes expressas em sistemas

procariotos para obtermos novos imundgenos a serem testados.


http://www.funed.mg.gov.br/produtos
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Nosso grupo vem caracterizando a producéo de anticorpos e o poder de protecéo
a partir da imunizagdo com toxinas recombinantes. J& foram obtidos muitos resultados
satisfatorios que estimulam mais pesquisas para o aperfeicoamento destas técnicas
aplicadas a toxinas. Guatimosin et. al., 2000 conseguiu produzir um soro anti-TSNTxP
recombinante que confere protecdo contra o veneno bruto, em 2008 Mendes et. al.,
demonstrou que uma forma da toxina Ts1 recombinante consegue proteger parcialmente
contra o veneno bruto, mas é capaz de neutralizar 14 DLso da Ts1 nativa. Além de toxinas
de T. serrulatus, Kalapothakis et. al., 2002 utilizou a toxina LiD1 recombinante do
veneno de Loxosceles intermédia, obtendo resultados satisfatorios. Outros grupos de
pesquisa, também utilizaram esta metodologia para a producdo de anticorpos contra
toxinas escorpidnicas obtendo sucesso (Bouhaouala-Zahar, 1996; Legros et. al., 2002;
Garcia et. al., 2003)

O sistema procarioto foi o escolhido por ser o mais simples, mais barato e com
mais ferramentas disponiveis. O problema de usar este tipo de sistema para expressar
proteinas de baixa massa molecular como as toxinas é que estas proteinas sdo facilmente
degradadas no citoplasma das células bacterianas. Para aumentar a estabilidade de
pequenas proteinas expressas em bactérias foi desenvolvida uma estratégia que permitia
a expressdo de varios genes em série (em tandem) da mesma proteina, aumentando assim
0 produto a ser expresso (Gigova et al., 1989; Ishikawa & Tamaoki, 1996). Portanto,
nosso intuito foi a utilizacdo desta estratégia (proteinas em tandem) para produzir
proteinas recombinantes mais estaveis no citoplasma de bactérias e com uma capacidade

de gerar anticorpos com um grande poder de neutralizar a peconha de Tityus serrulatus.

Um estudo voltado para a toxina Ts1 recombinante (Mendes et al.., 2008), como
dito anteriormente, descreveu as caracteristicas imunoldgicas dessa toxina e avaliou a
producdo de anticorpos neutralizantes contra do veneno bruto de T. serrulatus. Tsl
recombinante com uma copia (Ts1-1) ou duas copias em tandem (Ts1-2) foi expressa em
células BL21 (DE3). Coelhos e camundongos foram imunizados com as proteinas
recombinantes (corpos de inclusédo) e testados para a producdo de anticorpos
neutralizantes. Ensaios de neutralizagdo mostraram que os soros anti-Ts1-1 e anti-Ts1-2
foram capazes de neuralizar a pegonha bruta e a toxina Tsl nativa de T. serrulatus.
Assim, Tsl poderia ser usado em coquetel de imundgenos para produgéo de anti-veneno
de T. serrulatus. Entretanto é necessaria a avaliacdo do potencial de neutralizagdo do soro

produzido contra a toxina Ts1 nativa, e também do soro produzido contra outras formas
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dessa toxina recombinante, que ndo foram testados no mesmo trabalho, para enterdermos
a capacidade de producédo de anticorpos em todas as formas da toxina. Nesse contexto,
trabalharemos com uma forma recombinante de Ts1 com 4 copias em tandem (Ts1-4)
também expressas em células BL21 e com a forma nativa dessa toxina, avaliando o
potencial de producéo de anticorpos dessas duas formas e comparando com os resultados
ja obtidos com Ts1-1 e Ts1-2. Esse estudo trara novas perspectivas para a identificacdo
de melhores antigenos da pegonha bruta de T. serrulatus para uso no desenvolvimento de

uma melhor anti-pegonha.



Metodologia 73

Metodologia



Metodologia 74

4 Metodologia

4.1 Animais

Foram utilizados escorpifes da espécie Tityus serrulatus, coletados no municipio
de Belo Horizonte-MG e mantidos em cativeiro, para extracdo da peconha bruta, com
autorizacdo do IBAMA de nimero 31800-1.

Coelhas da raca Nova Zelandia pesando aproximadamente 2 Kg e com cerca de 4
meses foram utilizadas para ensaios de imunizagdo, e sofreram sangria parcial

periodicamente para obtengéo de soro.

Camundongos fémeas da raca Swiss linhagem CF1pesando 20g foram utilizados
para os ensaios de DL50 (Determinacdo da dose letal para 50% da populagédo), e para

ensaios de neutralizacdo.

Os camundongos foram fornecidos pelo CEBIO — UFMG, e os coelhos foram

obtidos na Fazenda de Veterinaria da UFMG, localizada em Igarapé / MG.

O projeto foi aprovado de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio
Animal adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) no Campus
Pampulha da UFMG (protocolo namero 257/11).

4.2 Obtencao da peconha de Tityus serrulatus

A peconha do escorpido brasileiro Tityus serrulatus foi extraida por estimulo
elétrico do télson do animal, diluida 5 vezes com &gua ultrapura (Phoneutria) €
imediatamente centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

removido e estocado a -20°C.

Para dosagem de proteinas totais da peconha foi utilizado o Kit DC Protein Assay

do fabricante Bio Rad.
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4.3 Fracionamento da peconha bruta de Tityus serrulatus e
Purificacao da toxina Ts1

O fracionamento do extrato bruto da pegonha de T. serrulatus foi realizada como
descrito por Arantes et al. (1989). Nesse método foram obtidas quatorze fracdes
designadas | — X1V das quais a fracdo XIV é considerada pura e igual a Ts1 (Cologna et
al., 2009).

Uma coluna de vidro de 2,5 cm x 63,0 cm foi preparada com a resina CM-celulose-
52 microgranular pré-umidecida da Whatman. A resina foi tratada da seguinte maneira:
primeiramente foi suspensa em tampdo Bicarbonato de Aménio 0,2M e mantida sob
agitacdo por 3 minutos, no periodo de agitacdo o pH da resina foi ajustado para 7,8. Em
seguida, a resina foi decantada, ressuspendida e novamente decantada, neste momento o
tampéo foi parcialmente removido de modo que permanecesse o equivalente a 20% do

volume da resina. Essa massa foi entdo deaerada e vertida rapidamente na coluna.

Ap06s 0 empacotamento da coluna, a mesma foi levada para a cAmara fria (4°C) e
equilibrada com tampao bicarbonato de aménio 0,01 M pH 7.8 por 18 horas, sob o fluxo
de 20 mL/h.

A amostra de 500 mg do extrato bruto da peconha liofilizada, foi solubilizada em
2 mL de tampé&o Bicarbonato de Aménio 0,01 M pH 7.8, centrifugada a 13.000 rpm por
10 min a 4°C. O sobrenadante foi aplicado a coluna e eluido com 0 mesmo tampéo sob o
fluxo de 20 mL/h por 24 horas (430 mL). Foram coletadas 86 fracGes de 5 mL. Entdo foi
iniciado um gradiente convexo de concentracdo de tampéo Bicarbonato de Amonio de
0,01 Ma0,6 M pH 7.8, sob o mesmo fluxo por 45,5 horas (820 mL), foram coletadas 164

fracdes de 5 mL.

O sistema utilizado para a obtencdo do gradiente convexo de concentracdo
consiste de um kitassato de 1000 mL, contendo 500 mL de tampdo bicarbonato de amonio
0,01 M, conectado a coluna e a outro recipiente contendo 500 mL do tampéo 1,0 M, de

modo que nos dois recipientes a altura do tampao foi a mesma.

As fracBes coletadas tiveram suas absorbancias determinadas em 280 nm e o

valor de concentracdo do tampédo foi obtido através da medida da condutividade das
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fragdes em tubos espacados. Os valores de condutividade foram langados em uma curva
padrdo, tracados com concentra¢des molares conhecidas do tampé&o, obtendo-se assim a
concentracdo molar do sal nos tubos. As fragcbes foram reunidas com base no perfil
cromatografico obtido pela leitura de absorbancia a 280 nm. Para completa remocéo do
sal, as fracdes foram liofilizadas, ressuspendidas em volume inicial de agua ultrapura

(Phoneutria) e novamente liofilizadas e posteriormente armazenadas em freezer a -20°C.

4.4 Caracterizacao da fracao XIV - Ts1

4.4.1 Resolucio eletroforética em gel SDS-PAGE

Foi utilizado o sistema de gel desnaturante SDS- PAGE (Laemmli, 1970)
preparado em placas de vidro com dimensé&o de 10,0 x 8,0 x 0.2 cm, com espagadores de
1 mm. O gel de separacdo era constituido de 12% (v/v) de uma solucdo de
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v); 50 mM de
persulfato de amonia (PSA) e 0.05 % (v/v) de TEMED. O gel de concentracdo era
constituido de 4 % (v/v) de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M, pH
6,8; SDS 0.1% (p/v); (PSA) 50 mM e TEMED 0.025% (v/v). O gel de separacéo foi
preparado e colocado entre as placas de vidro, ao se polimerizar o gel de concentracéo foi
colocado sobre o gel de separacdo e introduzido nele um pente de 10 canaletas. As
amostras foram misturadas ao tampéo de amostra desnaturante 2x concentrado para SDS-
PAGE (100 mM de Tris-HCI pH:6,8; 4% de SDS; 0,2% de Azul de Bromofenol; 10% de
-mercaptoetanol; 20% de Glicerol), fervidas durante 5 minutos e aplicadas nas canaletas

do gel.

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente com o tampéo de eletroforese SDS-
PAGE (0,3% Tris-HCI; 1,2% de glicina e 0,1% de SDS) a 120 V, 30 mA, durante
aproximadamente 2 horas, até que o tampédo da amostra atingisse o final do gel. Apés a
eletroforese, os géis foram revelados com a solucdo corante de Coomassie Blue (0,25%

de Coomassie Blue, 45% de metanol, 9% &cido acético glacial) por 20 minutos (25°C) e
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lavados em solucdo descorante (45% metanol e 9% 4&cido acético glacial) até o

desaparecimento da coloragéo de fundo.

4.4.2 Determinacao da massa molecular

A determinacdo da massa molecular foi realizada pelo Centro de Espectrometria

de Massas Aplicada — CEMSA localizada na Universidade Federal de Sao Paulo.

O equipamento utilizado foi o Espectrdmetro de massas do tipo MALDI-
TOF/TOF — UltrafleXtreme (Bruker). A amostra foi adicionado 10 uL de solugdo TFA
0,1% e 10uL de matriz a-ciano. A aquisi¢do foi feita pelo modo de analise linear no modo

positivo.

4.5 Insercao de adaptadores a sequéncia da Ts1-4 e
padronizacao da Rea¢dao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a remocao do codon de parada prematuro da Ts1-4 e consequiente reclonagem
no vetor pGEM-T Easy, foi inserido bem proximo as extremidades 5’ e 3’ da toxina o
sitio de reconhecimento da enzima de restricdo BamHI, presente no sitio multiplo de
clonagem (MCS) do vetor. Este sitio foi adicionado por uma reacdo de PCR segundo
Saiki et. al (1988). Para isso foi desenhado um par de iniciadores que continham este sitio
em suas extremidades 5’ (Tabela 2). Dessa maneira o produto de PCR resultante desta

reacao terd em suas extremidades este sitio de reconhecimento.

Tabela 6: Iniciadores utilizados para a inser¢do de adaptadores a construcéo da Ts1-4.

Ts1 BamHI
Direto 5° GGATCCATCGATAAGCTTAAAGAAGG 3’

Ts1BamHI
Reverso 5’ GGATCCGATTCAAAGCTTACATTTGT 3’

Sublinhada a sequéncia do sitio de restricdo BamHI



Metodologia 78

Para padronizacdo de PCR, foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento e variagdo na concentracdo de iniciadores. As temperaturas de anelamento
tiveram variagdo em 6 temperaturas diferentes com intervalo de 2°C. No passo 3 (descrito
a seguir) a variacdo foi de 58 a 68 °C e no passo 7 de 54 a 64°C. Foi testada a variacédo

na concentracao de iniciadores de 1 e 2 pmol.

A reacgéo de PCR foi preparada como descrito abaixo:

Tampéo Vb 5x 5uL
DNTP’s 1 Mm 2,5 uL
Taq DNA polimerase 0,2 uL.
Iniciador direto 20 pmol/pL 0,3 uL
Iniciador reverso 20 pmol/uL 0,3 uL
Agua ultrapura 16,7 pL
Volume final 25 uL

O tampdo IVb e a enzima Tag DNA Polimerase sdo da marca Phoneutria. Os

DNTP’s sdo da marca Promega.

Foi usado o seguinte programa de termociclagem:

. 95 °C por 4 minutos

. 95 °C por 30 segundos

. 58 - 68 °C por 30 segundos

. 72 °C por 40 segundos

. Os passos de 2 ao 4 foram repetidos por 5 vezes.
. 95 °C por 30 segundos

. 54 - 64 °C por 30 segundos

. 72 °C por 40 segundos

. Os passos de 6 ao 8 foram repetidos por 25 vezes.
10. 72 °C por 5 minutos

11.4°C o

O 0O NO OB WN PP

4.6 Resolucdo Eletroforética em Gel de Agarose

O gel de agarose 1,5% ou 0,8% foi preparado utilizando-se 1,5 g ou 0,8 g de
agarose em po e completado o volume para 100 mL com solucdo tampéo TAE (40 mM
Tris-HCI pH7,5; &cido acético 20 mM, 1 mM EDTA pH 8,0) em seguida aquecido até a
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completa dissolucdo da agarose. Apds a solucéo de agarose atingir temperatura adequada
para ser manipulada, ela foi colocada em uma “cama” com a adi¢do de um pente até sua
completa solidificagdo. Apos a solidificacdo do gel, foi retirado o pente e o gel colocado

na cuba para eletroforese vertical e coberto com tampéo TAE.

A amostra de DNA foi acrescida de 1:10 do volume de tampéo de amostra 10x
concentrado (Phoneutria) e aplicado no gel, na canaleta ao lado foi aplicado o padréo de
peso molecular para 100 pb (100 pb, Invitrogen), a eletroforese foi realizada durante

aproximadamente trinta minutos com 100 V e 100 mA com poténcia de 8 W.

ApOs a resolucao, o gel foi corado em solucao de brometo de etidio 10 pg/100 mL
por aproximadamente 20 minutos e fotografado sobre uma fonte de luz ultravioleta
(Sambrook, et. al., 1989).

4.7 Purificacao de DNA a partir de gel de Agarose

Para purificacdo da banda de interesse (Ts1-4) foi realizada nova PCR repetindo
0 programa descrito acima com temperatura de anelamento de 60 — 56 °C, utilizando os
iniciadores Ts1 BamHI direto e reverso (item 4.5).

O procedimento de purificacdo de DNA a partir do gel de agarose 1,5 % foi

realizado como descrito pelo kit comercial “Wizard PCR Preps” da Promega.

A banda correspondente a Ts1-4 foi excisada do gel, apds a eletroforese, com
auxilio de uma lamina de bisturi e transferida para um microtubo (Axigen) de 1,5 mL.
Foram adicionados 10 pL de solucao “bind solution” para cada 10 mg de gel de Agarose,
a seguir a mistura foi aquecida a 60 °C e agitada com auxilio de um vortex até a completa

dissolucdo do gel.

A solucédo dissolvida foi transferida para uma mini-coluna, contida no kit, e
centrifugada a 16.000 x g por 1 minuto. A coluna foi lavada com 700 puL de solugdo de
lavagem (propria do Kit) e novamente centrifugada a 16.000 x g por 1 minuto, outra
lavagem foi realizada com 500 pL de solugao de lavagem (prépria do Kit) e submetida

novamente a centrifugacao a 16.000 x g por 5 minutos.
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A coluna foi deixada para secar a temperatura ambiente por 1 minuto e a seguir
foram adicionados 30 pL. de agua aquecida para a eluicdo do DNA retido na coluna e
centrifugada a seguir a 16.000 x g por 1 minuto. 1 uL. do DNA eluido foi submetido a
resolucdo eletroforética para quantificacdo e visualizacdo da qualidade do DNA

recuperado.

4.8 Subclonagem do Produto de PCR da Ts1-4 ao vetor pGEM-T
Easy

A ligacdo do produto de PCR correspondente a Ts1-4 purificada ap6s PCR a partir
do gel de agarose (item 4.7) ao vetor pGEM-T Easy foi realizado como descrito pelo

fabricante:

Foi adicionado a um tubo de 0,5 mL 1 puL do vetor pGEM-T Easy 50 ng/uL,
5 uL de tampao da T4 DNA ligase, 3 puL do inserto da Ts1-4 a 100 ng/uL e 1 pL da
enzima T4 DNA ligase. A reacdo de ligacdo possui volume final de 10 pL.

A reacdo foi incubada a 4 °C por 16 horas, logo em seguida foi realizada eletro-

transformacéo da ligacdo a E. coli linhagem XL1 Blue.

4.9 Eletrotransformacao Bacteriana

Uma aliquota de 100 uL de E. coli linhagem XL1 Blue eletrocompetente, da marca
Phoneutria, foram descongeladas em banho de gelo, apés o descongelamento foi
adicionado as células 100 ng de DNA plasmidial e deixado em repouso por 1 minuto em
banho de gelo. Apods este periodo as células foram transferidas cuidadosamente para uma
cubeta de eletroporacgéo (Bio-Rad). Durante todo este processo o0s recipientes das células
foram mantidos em banho de gelo. A cubeta foi transferida para o eletroporador
(Electroporator 2510, Eppendorff) e foi submetida a uma voltagem de 1800 mV, corrente

de 25 pF, e resisténcia de 200 Q, imediatamente foi adicionado as células 1 mL de meio
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de cultura SOC (fabricante Phoneutria) e cuidadosamente as bactérias foram transferidas

para um tubo de 1,5 mL e deixadas em repouso por 1 hora a 37°C.

Ap0s este periodo foram montadas placas de Petri com meio LB-agar (1 % de
Peptona, 0,5 % de Extrato de levedura, 1 % de NaCl, 2 % de agar ) com a concentracao
de antibidtico Ampicilina (Phoneutria) de 1 ul para cada 1 mL de meio. A quantidade de
100 uL da cultura de suspensdo celular foram espalhados sob o0 meio LB-agar contido na
placa de Petri com a ajuda de uma al¢a de Drigalski e mantida sob incubacéo por 16 horas
a temperatura de 37° C a fim de se obter coldnias recombinantes resistentes ao meio

seletivo.

4.10 PCR de Colonia

Esta PCR tem o objetivo de diagnosticar colonias contendo vetores portadores de
inserto em meio a colonias que contém o vetor sem o inserto da Ts1-4 de maneira mais

rapida.

Foi preparada uma reacdo de PCR conforme a seguir:

Tampéo VDb 5x 5ulL
DNTP’s 1 mM 2,5ulL
Taq DNA pol. 0,2 uL

Iniciador M13 direto 20 pmol/uL. 0,3 puL
Iniciador M13 reverso20 pmol/uL 0,3 uL
Agua ultrapura g.s.p. 16,7 pL
Volume final 25 uL

As coldnias isoladas foram coletadas com auxilio de uma ponteira estéril, estriadas
em uma placa com LB-agar com mapa numerado e as ponteiras foram lavadas em 25ul
da solucdo de PCR descrita acima, inoculando as bactérias na solucdo. Este procedimento

foi realizado dentro de um fluxo laminar (Veco) previamente esterilizado.
A PCR foi submetida ao programa de termociclagem a seguir:

1. 95 °C por 4 minutos
2. 95 °C por 30 segundos
3. 58 °C por 30 segundos
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4. 72 °C por 40 segundos

5. Os passos de 2 ao 5 foram repetidos por 30 vezes.
6. 72 °C por 5 minutos

7.4°C o

A reacdo de PCR de Col6nia foi submetida a resolucéo eletroforética em gel
de Agarose 1,5 % conforme descrito anteriormente (item 4.6).

4.11 Extracao Plasmidial por Lise Alcalina

Uma coldnia bacteriana isolada confirmadamente positiva obtida na placa com
antibidtico devido, foi selecionada e inoculada em um tubo cénico de 50 mL contendo 10
mL de meio 2xYT com Ampicilina (1 uL/ 1 mL de meio), que foi incubado sob agitacao

a temperatura de 37° C por 16 horas.

Apbs este periodo a cultura foi centrifugada a 4.000 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em 100 pL de
solucdo I (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 10 MM de EDTApH 8,0) e
transferido imediatamente para um microtubo de 1,5 mL e agitado com um auxilio de um
vortex (Quimis). A seguir foi adicionado 100 pL de solugdo II (0,2 N de NaOH e 1% de
SDS) e o tubo foi agitado por inversdo até que a suspensdo obtivesse uma consisténcia
viscosa, caracterizando a lise celular. Foram adicionados 100 uL de solucdo 111 (300 mM
de acetato de sodio, 11,5% de acido acético glacial) e mantido sob leve agitacdo, a

suspensdo foi incubada em banho de gelo por 10 minutos.

Os microtubos contendo a suspensao foram centrifugados a 13.200 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e transferido para um microtubo de 1,5 mL
novo. Foram adicionadas 0,6 vezes do volume do sobrenadante coletado com isopropanol
100 % (Merck) e deixados no gelo por 15 min para precipitacdo de impurezas. A solucao
foi centrifugada novamente a 13.200 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o DNA plasmidial precipitado ao fundo do tubo foi lavado duas vezes com
0,5 mL de etanol a 70%. A seguir o DNA foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido
com 50 uL de uma solucao de TE (10 mM deTris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA pH 8,0)
contendo 10 pg/mL de RNAse e incubada a 37° C por 2 horas (Sambrook, et. al., 1989).
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Apos este periodo o DNA plasmidial foi purificado pelo metodo de Fenol-
Cloroformio. Foi adicionada a solu¢gdo com o DNA plasmidial 100 uL de TE e 100 uL de
fenol e foi mantido sob agitagdo por 30 segundos, em seguida adicionado 100 uL de
cloroférmio e mantido sob agitacdo por 30 segundos. A solucéo foi centrifugada a 13.000
rpm por 3 min e a fase superior formada pela solucdo de DNA plasmidial foi transferida
para outro tubo e foi adicionado 200 uL de cloroférmio, mantido sob agitacdo por 30
segundos e novamente centrifugada como descrito anteriormente. A fase superior foi
novamente recolhida, precipitada com 10% do volume de acetato de sédio a 3 M e 2
volumes de etanol absoluto, incubadas em banho de gelo por 20 minutos e a seguir
centrifugada a 13.200 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o DNA
foi lavado duas vezes com 0,5 mL de etanol a 70% e deixado secar a temperatura

ambiente. O DNA foi ressuspendido em 30 pL de solugdo TE.

4.12 Quantificacao do DNA Plasmidial

O DNA plasmidial contido em solucdo de TE foi aplicado em um gel de agarose
0,8% juntamente com uma amostra quantificada de DNA e submetido a resolucédo

eletroforética conforme descrito anteriormente (item 4.6).

O padréo de intensidade de bandas foi comparado entre 0 DNA de referéncia e o
DNA plasmidial para se estimar a quantidade de DNA aplicado e assim mensurar sua

concentracdo na amostra (Sambrook, et. al., 1989).

4.13 Reacdo de Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento a partir do DNA plasmidial foi utilizado 200 ng
de vetor para cada reacdo (Sanger, et. al., 1977). Foi adicionado a um microtubo de 0,5
mL 200 ng de vetor; 2 uL de iniciador a 0,8 pmol/uL; 0,5 uL de BigDye Terminator v3.1

Cycle; 1,5 pL de tampao BigDye Terminator v1.1; e agua ultrapura (Phoneutria) para
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completar o volume final de 10 pL. Para o sequenciamento dos clones com o vetor

PGEM-T Easy foram utilizados o iniciador M13 promotor e M13 terminador (Tabela 3).

Tabela 7: Sequencias dos iniciadores utilizados para reacdo de seqiienciamento dos clones em

pGEM-T Easy.

M13 direto

5’-GTAAAACGACGGCCAG-3

M13 reverso

5-CAGGAAACAGCTATGAC- 3

As reagdes foram submetidas ao programa de termociclagem a seguir:

1. 96° C por 2 minutos

2. 96° C por 30 segundos, rampa de 1°C por segundo.
3. 50° C por 15 segundos, rampa de 1°C por segundo.
4. 60° C por 4 minutos

5. Os passos de 2 a 4 foram repetidos por 44 vezes.

6.4°Coo

Apo6s a termociclagem, as reacGes foram precipitadas como sugerido pelo

fabricante:

Foi adicionado a reagcdo de Sequenciamento 1 uL. EDTA 125 mM, 1 pL de acetato

de s6dio 3 M e 25 pL de etanol absoluto. A solugdo foi agitada e mantida a temperatura

ambiente por 20 minutos. Em seguida a reacéo foi centrifugada a 3.300 x g por 25 minutos

a 25 °C. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o precipitado foi lavado com 35
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uL de etanol 70 % e novamente centrifugado a 2.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente.

O produto do Sequenciamento foi ressuspendido em 10 puL. formamida de Hi-Dye

e aplicado no sequenciador automatico de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems).

4.14 Analises das sequéncias obtidas

As sequéncias de nucleotideos obtidas pelo Sequenciamento dos vetores foram
analisadas pelo programa “Basic Local Alingment Search tool program for amino acids”
— Blast - Gen Bank (Altschul et. al, 1990) disponivel em
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

4.15 Digestao com Enzima de Restricao BamHI

Apds o sequenciamento, um clone obtido contendo a sequéncia da Ts1-4 foi
selecionado para o ensaio de restricdo assim como o vetor pET 11la, utilizando-se a

enzima BamHl.

Para cada 1 pg de DNA foi adicionado, 2 pl. de tampao da enzima 10x
concentrada, 1 unidade da enzima (0,1 pL), agua ultrapura para completar o volume final

de 20 pL. A reacdo foi incubada a 37° C durante 2 horas.

Apos incubacdo, o produto das reagdes de corte da sequéncia referente a Ts1-4 e
do vetor de expressao pET 11a, foram precipitados e ressuspendidos em 10 pL de 4gua

ultrapura e aplicada a eletroforese em gel de agarose a 1,5 %.

A banda correspondente a Ts1-4 e ao vetor linearizado foram purificadas do gel
de agarose com o kit “Wizard PCR Preps” individualmente e quantificados conforme

descrito anteriormente (item 4.7).
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4.16 Ligacdo da sequéncia da Ts1-4 ao Vetor pET 11a

A ligacdo da sequéncia da Tsl-4 ao vetor pET 1la foi realizada segundo o
protocolo do fabricante da enzima T4 DNA Ligase. Foram realizadas seis reacdes de
ligacdo com variacdo na quantidade de inserto. Para cada reacdo manteve-se a quantidade
de vetor (100ng/uL) — 1 pL; a quantidade de tampao 10x — 1 uL. e a quantidade de T4
DNA ligase (150 pg/uL) — 0,1 .uL; a quantidade de Ts1-4 foi crescente em cada reacéo
sendo 0,5 pL, 1 plL, 2 uL, 3 pL, 4 uL e 5 pL; e foi adicionado dgua q.s.p 10 pL.

Esta reacdo foi realizada com volume final de 10 pL e foi incubada a 4 °C por 16
horas. Em seguida as reacOes de ligacdo foram unidas em um Unico tubo e precipitadas
com 10 % do volume de solucéo de acetato de sddio a 3 M e 2 volumes de etanol absoluto.
O produto de ligacao precipitado foi ressuspendido em 10 pL. de agua ultrapura e 5 L.

foram eletrotransformados em E. coli XL1 Blue como descrito anteriormente.

4.17 Selecao de colonias postivas para Ts1-4 em pET 11a

Apbs eletrotransformacdo em E. coli XL1 Blue, 44 colbnias foram selecionadas
para PCR de col6nia (item 4.10), com iniciadores T7 promotor e T7 terminador (Tabela
5), e foram repicadas em nova placa de petri identificada.

4.18 Verificacao da fase de leitura dos clones positivos Ts1-4 em
pET 11a
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Para verificar a correta orientacdo da fase de leitura dos clones positivos para a
PCR de colbnia do item 4.17, repetiu-se 0os mesmos procedimentos descritos
anteriormente (item 4.10), mas para cada clone positivo utilizou-se os 3 pares de

iniciadores:

- Iniciadores T7 promotor e terminador
- Iniciadores T7 promotor e Ts1 reverso
- Iniciadores Ts1 direto e T7 terminador.

A sequéncia do iniciador Tsl direto e reverso se encontram na tabela 4 e do

iniciador T7 promotor e terminador na tabela 5.

Tabela 8: Sequéncia dos iniciadores Ts1 direto e reverso

Ts1 direto 5’ATCGATAAGCTTAAAGAAGG 3’

Ts1 reverso 5> GATTCAAAGCTTACATTTGT 3’

4.19 Sequenciamento dos clones em correta fase de leitura para
Ts1-4 em pET 11a

Os clones da Ts1-4 em correta fase de leitura foram coletados da placa de petri e
submetidos a extracdo plasmidial por lise alcalina, como descrito anteriormente (item
4.11), o DNA plasmidial foi quantificado por gel de agarose e a reacdo de sequenciamento
procedeu como descrito no item 4.13, porém os iniciadores utilizados foram o T7

promotor e T7 terminador como mostra a tabela abaixo.

Tabela 9: Sequéncias dos iniciadores utilizados para reacdo de seqlienciamento dos clones em
pET 11a.

T7 promotor 5T -TRATERCGRCTCRACTATRGGEGE-3"

T7 terminador S -GCTAGTTATTGCTCASCEE-3 "
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4.20 Expressao piloto da toxina recombinante Ts1-4

Apos o sequenciamento dos vetores pET 11a contendo o inserto da Ts1-4, foi feita
uma eletrotransformacao de dois clones (23 e 32) nas linhagens de E. coli Origami (DE3)
pLysS e BL21 (DE3), como descrito anteriormente (item 4.9), resultando em 4 placas de
petri :

1) clone 23 em BL21

2) clone 23 em Origami 2

3) clone 32 em BL21

4) clone 32 em Origami 2

Uma col6nia foi selecionada de cada placa e todas foram transferidas para uma
Unica placa de Petri identificada. As quatro colbnias foram pré-inoculadas
individualmente em 10 mL de meio 2xYT caldo ( 1% de peptona, 1,6% de extrato de
levedura e 0,5% de NaCl) contendo 1puL/mL ampicilina e mantidas sob incubagao a 37°C
com agitacdo de 200 rpm durante 16 horas. Entdo, 100 uL de cada cultura crescida foi
inoculada em 10 mL do mesmo meio e incubada a 37°C em agitacao até que a densidade
Gtica a 600nm (ODeoo) atingisse 0,5, por leitura em espectrofotémetro.

Foram testados para cada linhagem e vetor, a variacdo na temperatura (37°C ou
25°C) e inducdo ou nado por IPTG (concentracdo final de 0,6 M), o tempo de expressdo
foi de 16 horas.

Desse modo para cada clone foram testadas 8 condigdes diferentes, culminando

em 16 estratégias de expressdo como mostra a tabela 6:
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Tabela 10: Estratégias de expressdo dos clones da Ts1-4

Clone 23
25°C 37°C
BL 21 - BL 21 -
BL 21+ BL 21+
Origami - Origami -
Origami + Origami +
Clone 32
25°C 37°C
BL 21 - BL 21 -
BL 21 + BL 21 +
Origami - Origami -
Origami + Origami +

- : sem indugdo por IPTG, +: com indugdo por IPTG

As melhores condicOes para a expressao foram mantidas na expressdao em larga
escala de 1 litro de meio 2xYT. Neste caso, 10 mL de pré-indculo foram vertidosem 1 L

de meio com 1 mL de ampicilina.

4.21 Resolucado Eletroforética SDS-PAGE da expressao piloto

Ap0s a expressdo piloto, os 16 tubos foram centrifugados a 4000 x g, 4 °C por 15
minutos, o sobrenadante foi descartado e as bactérias ressuspensas em 500 pL de Solu¢do

de Lise Bacteriana da marca Phoneutria.

Entdo 10 puL de cada estratégia de expressdo foram aplicados em um gel SDS-
PAGE 12%, como descrito no item 4.4.1.
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4.22 Lise Bacteriana

Ap0s a expressao em larga escala (1 L), a cultura foi dividida em 3 garrafas de
400 mL e centrifugada a 4.000 x g e 4°C durante 20 minutos para a precipitacao das
bactérias, em seguida as células foram ressuspendidas em 120 mL de Solugdo de Lise
Bacteriana da marca Phoneutria, 40 mL para cada garrafa.

Seguiu-se um processo de lavagem do residuo de meio de cultura nas bacteérias.
As bactérias ressuspendidas foram transferidas para 3 tubos falcon de 50 mL e
centrifugadas novamente & 4.000 x g e 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado
e as bactérias ressuspendidas em 10 mL de Solucdo de Lise Bacteriana. Neste momento
todas as bactérias foram transferidas para um unico tubo falcon de 50 mL e centrifugadas
nas mesmas condicdes, o0 sobrenadante foi descartado e as bactérias novamente
ressuspendidas em 30 mL de solucdo de lise. Em todo o processo a solugéo de lise
bacteriana foi mantida em 4°C.

A lise bacteriana foi realizada em Prenca Francesa, método de lise fisica que
utiliza alta pressao para o rompimento celular. As bactérias ressuspendidas em 30 mL de
tampdo de lise bacteriana foram imediatamente submetidas a lise em prenca francesa por
3 vezes consecutivas, sob pressdo de 2000 psi. O extrato bacteriano foi mantido em gelo
apos a lise.

4.23 Purificacdo da toxina recombinante Ts1-4

O extrato bacteriano, obtido apos a lise, foi submetido a um processo de lavagem

dos restos celulares que consistiu de:

- Trés ciclos de sonicacdo com trés pulsos de 40% de amplitude e duragdo de 30
segundos

- Centrifugacéo a 4300 rpm, 4°C por 20 minutos

- Armazenamento do sobrenadante
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- Ressuspenséo do pellet com 30 mL de Solucdo de Lise Bacteriana — Phoneutria

Esse processo foi repetido por 7 vezes consecutivas e entdo amostras da expressao
em larga escala, extrato bacteriano apo6s lise, sobrenadantes das lavagens e pellet final
foram aplicadas em um gel SDS-PAGE 15%, nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente (item 4.4.1), para visualizacdo do processo de purificacdo da toxina

recombinante Ts1-4.

4.24 Tentativa de solubilizacdao da toxina Ts1-4

Apos purificagdo parcial da toxina Ts1-4 foi realizado um teste de solubiliza¢do
em dimetilsulféxido (DMSO). Uma pequena porcao visivel do pellet foi recolhida com
uma espatula e solubilizada em DMSO 100%, a solucdo foi centrifugada a 13200 rpm,
25°C por 10 minutos e entdo amostras da solucdo antes da centrifugacao, fracdo soltvel
e insoluvel apds centrifugacdo foram aplicadas em um gel SDS-PAGE 12% (item 4.4.1)
para visualizacdo do comportamento da toxina recombinante Ts1-4 na presenca de
DMSO.

4.25 Quantificacdo da toxina recombinante Ts1-4 por SDS-PAGE

Para estimar a quantidade de toxina recombinante expressa foi utilizado um
sistema de quantificacdo por intensidade de bandas em SDS-PAGE, no qual foram
aplicadas em um gel quantidades conhecidas da proteina albumina de soro bovino (BSA)
e quantidades desconhecidas da toxina Ts1-4, objetivando a correlagdo da intensidade das
bandas de quantidade conhecida (BSA) com as bandas de quantidade desconhecida (Ts1-
4).

Dessa forma foi aplicado em um gel SDS-PAGE 12% (item 4.4.1):

- BSA: 3 png, 5 pg, 10 pg, 20 pg e 30 pg.
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- Toxina Ts1-4: 1 uL (10x diluida), 0,5 uL, 1 uL, 2 uL e 5 pL.

4.26 Ensaios de Imunizac¢ao

Para este experimento foram utilizados 6 coelhos (fémeas) da raga Nova Zelandia
pesando aproximadamente 2 Kg e com cerca de 4 meses. Os coelhos tiveram 4 porcoes

do dorso depiladas para identificacdo da regido das imunizacoes

Para obtencdo do soro controle pré-imune, foi coletado 2 mL de sangue de cada

coelho, por um corte superficial na orelha, 3 dias antes da primeira dose de imundgeno.

Foram montados 3 grupos de imunizag¢do com 2 animais por grupo:

- Grupo 1: Toxina recombinante Ts1-4
- Grupo 2: Toxina Tsl nativa
- Grupo 3: Peconha bruta de Tityus serrulatus

Foram aplicados 4 doses de 100 pg de imundgeno, com intervalo de 10 dias entre
cada dose. Os imunogenos foram preparados com 1 mL de Adjuvante de Freund’s
(Sigma), completo para 1* dose e incompleto para as doses subseqiientes. Em um
microtubo de 2 mL foi homogeneizado, com auxilio de uma seringa conectada a agulha,
100 pg de imunégeno em 100 pul. de PBS e 1 mL de Adjuvante de Freund’s, até obtencéo
de uma consisténcia bem espessa. Essa massa foi aplicada via subcutanea nos 4 pontos

do dorso do animal, 0,25 mL por ponto, previamente lavados com etanol 70%.

Nove dias apds a 2% e 32 dose, foram coletados 2 mL de sangue dos coelhos e o
soro foi titulado por ELISA. Sete dias apos a 42 e Ultima dose 20 mL de sangue foram

coletados e o soro foi caracterizado por ELISA.
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Tabela 11: Esquema de Imunizacdo dos coelhos com a toxina recombinante Ts1-4, toxina Tsl

nativa e peconha bruta de Tityus serrulatus

Dia Imunizacao Sangria
Coleta de soro pré-imune - 2mLde
sangue
1 12 Dose de imundégeno 100 pg de imunodgeno em 1 mL Adjuvante -
Completo via subcutanea
10 22 Dose de imundgeno 100 pg de imundgeno em 1 mL Adjuvante -
Incompleto via subcutanea
19 12 Coleta de soro neutralizante - 2mLde
sangue
20 32 Dose de imundgeno 100 pg de imundgeno em 1 mL Adjuvante -
Incompleto via subcutanea
29  22Coleta de soro neutralizante - 2mL de
sangue
30 42 Dose de imundgeno 100 pg de imundgeno em 1 mL Adjuvante -
Incompleto via subcutanea
37 32 Coleta de soro neutralizante - 20mL de
sangue

Ap0s a 42 dose de imundgeno o soro anti-Ts1-4 recombinante ainda ndo tinha

atingido uma titulacdo adequada por ELISA, por isso nos coelhos deste grupo foi aplicada

uma 5* dose com 400 pg de imundgeno Tsl-4. A coleta do sangue deste grupo foi

realizada 7 dias apds a 5? dose.

4.27 Sangria dos Coelhos
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Uma das orelhas dos coelhos foi lavada com etanol a 70%. Foi passado Xilol na
ponta da orelha para estimular a circulagéo local e quando a veia marginal aumentou de
calibre foi feita uma pequena incisdo na veia. Foram coletados 2 mL de sangue para
obtencdo de soro pré-imune, 2 mL de sangue apos 22 e 32 doses e 20 mL de sangue apds
a 42 ou 52 dose, em um tubo de conico plastico com volume de 15 mL, em seguida o
sangramento da orelha foi estancado por compresdo no local. Ndo foi adicionado
anticoagulante ao sangue coletado.

4.28 Preparacao do Soro dos Coelhos

O sangue recém coletado foi mantido a 4 °C por 1 hora para total coagulacao.
Com o auxilio de uma haste de metal estéril os coagulos foram descolados da parede do

tubo em seguida centrifugados a 3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura de 4 °C.

O soro, fase superior liquida, foi coletado em outro frasco e centrifugado
novamente em microtubos de 1,5 mL a 3000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi

recolhido e em seguida congelado a -20 °C.

4.29 ELISA

A placa de ELISA foi sensibilizada com 5 pg/mL de antigenos diluidos em tampao
carbonato (15 mM de Na.COs, 35 mM de NaHCOs; pH 9,6) com volume final de 100 pL
por poco e incubado durante 16 horas a 4°C. A placa foi lavada quatro vezes com solucao
de lavagem para ELISA (0,15 M de NaCl e 0,05% de Tween 20). Em seguida a placa foi
bloqueada com 100 pL de solucao de bloqueio (2% de caseina em tampao salina fosfato-
PBS) e incubada a 37 °C por 1 hora. Apés quatro lavagens com solucdo de lavagem, a
placa foi incubada a 37°C por 1 hora com soro imune e pré-imune com dilui¢des seriadas
( de 1:100 a 1: 25600) em tampéo de incubacdo (0,2% de caseina em PBS e 0,05% de
Tween 20). A placa foi lavada seis vezes com solucdo de lavagem e incubada a 37°C por

1 hora com conjugado anti-lgG de coelho ligado a peroxidase e diluido 1:10.000 em
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tampéo de incubacao. A placa foi novamente lavada seis vezes e em seguida adicionados
100 pL por pogo de solugdo de substrato [ 10 mL de tampao citrato (50 mM de Na2HPO4,
24 mM de &cido citrico, pH da solucdo 5,0), 2 mg de Ortho-Phenylene-Diamina (OPD),
2 uL de perdxido de hidrogénio]. A placa foi deixada 20 minutos no escuro e a reacao foi
interrompida com 20 pL por pogo de H2SO4 diluido 1:20. Os valores de absorbancia
foram determinados no comprimento de onda de 492 nm em leitor de ELISA. Todas as

amostras foram feitas em duplicata.

As placas de ELISA foram sensibilizadas, cada uma com um antigeno, com a
peconha bruta de T. serrulatus, a toxina Tsl nativa, a toxina Tsl1-4 recombinante e
também com proteinas bacteriananas insollveis, a fim de se testar a capacidade de
reconhecimento dos soros com cada um dos antigenos. Foram testados 0s soros pré-

imune, anti-peconha bruta, anti-Ts1 nativa e anti-Ts1-4 recombinante.

4.30 Western Blot

Amostras de peconha bruta de T. serrulatus, toxina Tsl nativa, toxina Tsl-4
recombinante e proteinas bacteriananas, foram submetidas a eletroforese por SDS-PAGE
(item 4.4.1) e em seguida transferidas para membrana de nitrocelulose (0,45 pm -
Millipore), sob corrente de 100 VV e 350 mA por 16 horas. As proteinas foram entdo
submetidas ao reconhecimento do anticorpo priméario como descrito por Guatimosin et.
al. (2000). A membrana foi bloqueada por 1h em PBS contendo 0,3% de Tween 20 sob
agitacdo a temperatura ambiente. A membrana de nitrocelulose foi entdo lavada trés vezes
em PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e incubadas por duas horas sob agitagédo
em temperatura ambiente com soro imune de interesse. A seguir a membrana foi
novamente lavada por trés vezes em PBS contendo 0,05% de Tween 20. A membrana foi
incubada com anticorpo conjugado anti-lgG de coelho ligado a peroxidase, na diluicdo
de 1:5000 em PBS, por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo.. Seguiu-se trés
lavagens com PBST e duas lavagens com PBS e a reacdo foi revelada pela adi¢cdo do
substrato da peroxidade ligada ao conjugado contendo 0,5 mg/mL de diaminobenzidine
(DAB) e 0,25 mg/mL de 4-cloronaftol, 8% de metanol e 0,042% de H202 30% (Towbin
et. al., 1979).
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4.31 Determinac¢ao da DLso

Para a determinacéo da DLso (dose letal para 50% da populagdo), doses crescentes
de peconha segundo um fator, no caso deste estudo 1.3, sdo inoculadas em grupos de
camundongos com peso entre 18 g e 22 g. Apo6s 24 horas sdo contadas as mortes e
processado o célculo da DLsp realizado pelo método de Probitos. As doses da pegonha
sdo diluidas com uma solucdo de PBS 1x concentrada e inoculados em cada camundongo
(Karber, 1937).

Foram realizadas duas determinacdes de DLso, uma para a peconha bruta de T.

serrulatus e outra para a toxina Ts1 nativa.

Para determinacdo da DLso da pegonha bruta foram utilizados 36 camundongos
Swiss com peso entre 18 g e 22 g, que foram separados aleatoriamente em seis grupos
com seis individuos cada. Um grupo recebeu apenas a solucdo de PBS/BSA 1% como
controle (C-). Os outros cinco grupos receberam doses crescentes de veneno conforme a

tabela 8 por via subcutanea.

Tabela 12: Doses da peconha bruta de T. serrulatus utilizadas para determinagdo da DL50 em

camundongos, fator de 1.3.

Doses de peconha

Grupos ng/20g
1 8,58
2 11,15
3 14,5
4 18,85
5 24,51

Para determinacédo da DLso da toxina Ts1 nativa foram utilizados 30 camundongos
Swiss com peso entre 18 g e 22 g, que foram separados aleatoriamente em seis grupos
com cinco individuos cada. Um grupo recebeu apenas a solucdo de PBS/BSA 1% como
controle (C-). Os outros cinco grupos receberam doses crescentes de veneno conforme a
tabela 9.
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Tabela 13: Doses da toxina Ts1 nativa de T. serrulatus utilizadas para determinacdo da DL50 em

camundongos, fator de 1.3

Grupos Doses de Ts1 nativa
ug/20g

2,37

3,08

4,01

5,21

6,78

Ul s W N

4.32 Soroneutralizacao

A soroneutralizagdo foi realizada testando a capacidade de protecdo dos soros
hiperimunes contra, 2 ¢ 5 DL50’s da pegonha bruta de T. serrulatus,e de sua toxina Ts1
nativa. Foram utilizados os soros pré-imune, anti-peconha bruta, anti-Ts1 nativa e anti-

Ts1-4 recombinante.

Para cada antigeno (peconha ou Ts1 nativa), foram utilizados quatro grupos (um
grupo para cada soro) com oito camundongos Swiss fémeas (18-22 g), por grupo. Foram
incubados 100 pL de cada soro hiperimune de coelho por 1 horaa 37°C com 2 ou 5 DLsg
de peconha bruta ou de Tsl nativa. Em seguida essa preparacdo de soro + peconha ou
soro+Tsl nativa foi inoculada via subcutanea em cada camundongo. A contagem de

sobreviventes foi realizada ap6s 24 horas (Karber, 1937).
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Resultados
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5 Resultados

5.1 Fracionamento da peconha bruta de Tityus serrulatus e
purificacao da toxina Ts1

O extrato bruto da peconha, apds cromatografia em CM-cellulose-52 pH 7,8, foi
fracionado em 14 fracdes (Figura 16). O perfil obtido se assemelha muito ao obtido por
Arantes et al. (1989).

Apb6s a aplicacdo da amostra, durante a lavagem com tampdo 0,01M de
bicarbonato de aménio pH 7,8, ocorreu um problema com o sistema devido ao aumento
de pressdo que ocasionou a perda de 20 fracGes (tubos 56 ao 76) das 86 fracdes coletadas
neste segmento, essa perda esté representada no cromatograma por uma descontinuidade
da linha de base. Essa perda ndo ocasionou maiores problemas, uma vez que a fracdo de
interesse, que contém a toxina Tsl pura, corresponde a ultima fracdo do cromatograma,

designada fracdo XIV.



Absorbancia (280 nm)

ResultadoS 100

—e— Abs (280 nm)
Molaridade NH,HCO3

1.60+ 0.8
X1V
1.45
|
1.30
L0.6
1.15-
VI VI
1.00
=
=]
| 8
0.85- " g
=N
1 VII Lo4 ©
=
0.70 =
I
(2]
o
§
0.55-
0.40-
Lo.2
\} X
0.25- X1
\
0.101 w /) X X1l
-0.05 T ™ t T T T T T T 0.0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Numero da Fragcao

Figura 18: Cromatografia do extrato bruto da peconha de Tityus serrulatus em CM-cellulose-52 pH
7,8. A coluna (2,5 cm x 63 cm) foi equilibrada com tampéo 0,01M de bicarbonato de aménio pH 7,8. A amostra (500
mg de peconha) foi aplicada e 430 mL de tampédo de equilibrio foram passados sob um fluxo de 20 mL/h,
posteriormente um gradiente convexo de concentragdo de 0,01M a 0,6M de tampao bicarbonato de aménio foi aplicado
por 820 ml. FracBes de 5mL /tubo foram coletadas a 4°C. A leitura das absorbancias a 280nm de cada tubo foi realizada
e a determinagdo do gradiente foi realizada por leitura da condutividade em tubos aleatorios.

5.2 Caracterizacao da fragao XIV - Ts1

5.2.1 Eletroforese em gel SDS-PAGE

Para indicar a auséncia de contaminantes na fracdo XIV, que corresponde a Tsl
purificada, foi aplicado em um gel SDS-PAGE 12,5% um a amostra de peconha bruta e
uma amostra da fracdo XIV cuja massa molecular esperada era de aproximadamente 7

KDa. Como mostrado na Figura 17 a fragdo XIV apresenta aparentemente um elevado
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grau de pureza, pois na fracdo nédo se pode visualizar outras bandas, e sua massa molecular
corresponde ao esperado, a banda correspondente & toxina Tsl se encontra proxima a
banda do padréo de peso molecular de 10 KDa.

Fracdo XIV
MM Pc 6,5ug 13ug 26ug
KDa
40
35
25
15

10 - — - .

Figura 19: Analise da fracdo XIV obtida pelo fracionamento do extrato bruto da peconha de Tityus
serrulatus em CM-cellulose-52 por PAGE com agentes desnaturantes. Condigoes: Gel 12,5% de acrilamida, corante
Coomassie brilliant blue G-250 em agua:metanol 1:1 (v/v), descorante 7% (v/v) &cido acético. Padrdo de massa
molecular (MM), extrato bruto da peconha (P¢), Fracdo XIV com diferentes quantidades (6,5, 13 e 26 ug,

respectivamente).
5.2.2 Determinacao da massa molecular

Na andlise realizada foi encontrado um composto de m/z média de 6885.29 (Figura
18). Infelizmente as condi¢des do equipamento utilizado ndo nos permitiu chegar a
melhores resolucbes de analise, comprometendo a exatiddo da m/z medida. Contudo a
massa obtida para a fracdo XIV estd bem proxima da massa molecular descrita para Ts1
de 6890.9 Da por Cologna et al. (2009). Com esta analise foi permitido visualizar que a

amostra se encontra com elevado grau de pureza, 0 composto de massa 13773,042 que
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aparece no espectro provavelmente ndo € um contaminante mas sim um dimero da toxina,

uma vez que essa massa corresponde ao dobro da massa da toxina Ts1.

Int=ns.
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Figura 20: Espectro de massa da fracdo XIV. A fragdo analisada apresenta um composto com relagdo m/z
de 6885,29 que corresponde a B-toxina Ts1 de T.serrulatus. Nota-se a consideravel pureza da fragao, ja que o composto

de m/z 13773,042 corresponde a um dimero da toxina.

5.3 Toxina Ts1 recombinante

5.3.1 Insercdo de adaptadores a sequéncia da Ts1-4 e padronizac¢ao
da PCR
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Para remocdo do codon de parada prematuro presente no clone da Tsl-4 em
pGEM-T Easy e consequente insercdo do sitio de restricdo da enzima BamHlI, foi
realizada uma PCR com iniciadores que se anelavam a sequéncia da toxina e adicionavam

a ela o sitio da enzima BamHl.

Para padronizagdo da PCR foi utilizada uma variacdo na concentracdo de

iniciadores (1 e 2 pmol) e uma variagdo na temperatura de anelamento sendo:

1:58-54°C
2:60-56 °C
3:62-58°C
4:64-60°C
5:66-62°C

6:68-64°C

1 pmol de iniciador 2 pmol de iniciador

—> [ ] 800ph
— 600ph
—> 400ph
o 200ph

Figura 21: Insercdo de adaptadores a sequéncia da Ts1-4 por PCR. Gel de agarose 1,5%, corrida com
100 V e 100 mA, corante brometo de etidio 10 pg/100 mL. No centro do gel o padrdo de massa molecular (PM) de
100 pb da Amresco divide os produtos de PCR com 1 pmol de iniciadores dos produtos de PCR com 2 pmol de
iniciadores, o controle negativo esta representado por C- e 0s nimeros del a 6 se referem a variagao de temperatura de
anelamento, sendo: 1: 58 — 54 °C; 2: 60 — 56 °C; 3: 62 — 58 °C; 4: 64 — 60 °C; 5: 66 — 62 °C; 6: 68 — 64 °C. Em

destaque o quadro vermelho com a banda de interesse de aproximadamente 800 pb com temperatura 2.
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A sequéncia madura da toxina Ts1 de Tityus serulatus apresenta tamanho de 183
pb (Cologna et al., 2009). Como o clone apresenta 4 sequéncias em tandem e o iniciador
se anelava na sequéncia da toxina, durante a PCR foram formados produtos de 4
tamanhos distintos: aproximadamente 200 pb — correspondente a amplificacdo de uma
sequéncia; aproximadamente 400 pb — correspondente a amplificacdo de 2 sequéncias;
aproximadamente 600 pb- correspondente a amplificagio de 3 sequéncias e
aproximadamente 800 pb — correspondente a amplificacdo de 4 sequéncias da toxina, que

é o produto de interesse (Figura 21).

A resolucéo eletroforética da PCR para insercdo de adaptadores mostrou que a
concentracdo de iniciadores mais eficiente é a de 2 pmol e as temperaturas de anelamento
adequadas foram a 1, 2 e 3, sendo a temperatura 2: 60 — 56 °C escolhida para utilizagdo
em préximas PCRs. A concentracdo de 1 pmol de iniciadores se mostrou insuficiente para
amplificacdo em todas as 6 temperaturas testadas, e com concentracdo de 2 pmol de

iniciadores nédo foi visualizada nenhuma amplificagdo nas temperaturas 4, 5 e 6.

5.3.2 Purificacao do DNA da toxina Ts1-4 a partir de gel de agarose

Para purificacdo da banda de interesse de 800 pb foi realizada uma PCR com os
padrdes estabelecidos na padronizacdo acima: 2 pmol de concentracdo do iniciador e
temperatura de anelamento de 60 -56 °C. A banda de interesse foi excisada do gel (Figura

22) e utilizada para ligacéo ao vetor pGEM-T Easy.
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. ——
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Figura 22: Purificacdo da banda referente a sequéncia da Ts1-4. Gel de agarose 1,5%, corrida com
100 V e 100 mA, corante brometo de etidio 10 pg/100mL. Controle negativo representado por C-, padrdo de
massa molecular (MM) de 100 pb da Amresco e em 1 o produto de PCR da Ts1-4 com iniciador Tsl Bam HI

direto e reverso e temperatura de 60 — 56 °C. A banda de 800 pb foi excisada do gel com auxilio de um bisturi.

Apbs purificacdo a banda foi digerida como descrito no item 4.7 e o produto
submetido a nova resolucdo eletroforética para visualizacdo da qualidade do DNA

recuperado (dados ndo mostrados).

5.3.3 PCR de colonia - pGEM-T Easy com inserto Ts1-4

A banda de 800 pb purificada do gel e digerida foi ligada ao vetor pPGEM-T Easy
(item 4.8) e eletrotransformada em linhagem E. coli XL1 Blue (item 4.9). Nove coldnias
resultantes da eletrotransformacdo foram selecionadas para verificacdo das col6nias

portadoras do vetor com inserto da Tsl-4 através da PCR de col6nia (item 4.10). O
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iniciador M13, utilizado na PCR, se anela no vetor pGEM-T Easy, proximo ao sitio
maltiplo de clonagem. Dessa forma foi amplificada nesta reacdo o sitio multiplo de
clonagem e regides do vetor que o flanqueiam (Figura 23).

1200pbr' .-

1000pb| - s .. - e < 1000 pb
1 e - - - . .

500pbl =%
E

200pbl

100pb |

Figura 23: PCR de coldnia — inserto da Ts1-4 em vetor pPGEM-T Easy. Gel de agarose 1,5%, corrida com
100 V e 100 mA, corante brometo de etidio 10 pg/100mL. Controle negativo representado por C-, padrdo de massa
molecular (MM) de 100 pb da Amresco. Os ndmeros de 1 a 9 se referem a coldnias isoladas utilizadas na PCR. O
iniciador utilizado foi o M13. Destaque para 3 clones, 3, 6 e 7, que apresentaram uma banda de interesse de
aproximadamente 1000 pb.

O fragmento da sequéncia da Ts1-4 ligada ao vetor pPGEM-T Easy apresenta 1000
pb, uma vez que o fragmento da Ts1-4 possui 800 pb e o sitio maltiplo de clonagem do
vetor aproximadamente 200 pb. Nos clones 3, 6 e 7 houve a amplificacdo de uma banda
de aproximadamente 1000 pb, o que significa que o vetor recebido por estes clones
contétm o inserto da Tsl-4. Esses trés clones foram entdo selecionados para

seguenciamento.



ResultadoS 107

5.3.4 Sequenciamento da ligacao da sequéncia da Ts1-4 no vetor
pGEM-T Easy-

Os clones 3, 6 e 7, positivos para PCR de colonia foram selecionados para o
sequenciamento. Cada col6nia foi crescida isoladamente e submetida a extracdo
plasmidial por lise alcalina (item 4.11). O DNA plasmidial foi quantificado por gel de
agarose (item 4.12) (dados ndo mostrados) e foram utilizados 200 ng de vetor para cada
reacdo de sequenciamento. Os dados adquiridos pelo seqiienciador automatico ABI 3130
mostraram que o clone 3 (Figura 24) ndo estava em correta fase de leitura pois apresentava
varios codons de parada prematuro dentro da sequéncia da Ts1-4, mas que os clones 6

(Figura 25) e 7 (Figura 26) estavam na fase de leitura correta e prontos para utilizagéo.

Atraveés deste processo identificou-se a correta sequéncia da Ts1-4, além dos sitios
de reconhecimento das enzimas de restricdo (Figuras 25 e 26). Todas as sequéncias
obtidas apresentaram picos satisfatorios e auséncia de linha de base alta, conferindo alta

confiabilidade dos resultados.

As sequéncias geradas foram alinhadas com o banco de dados do Blast revelando
similaridade com a  sequéncia  depositada da  Tsl em 99%
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#453105).
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»Clone_ 3 F1+R1

TRCTCRAGCTATGCATCCRACGCGTTGGGAGCICTCCCATATGETCGACCTGCAGGCGGCCGE
CIAGTGATTGGATCCGATTCARRGCTTACATTIGITCGICGCICTATCCCARACTTTCACCCAATTTGGA
AGCCCGTAGCAGTARCACGCGGGCCAGGCGCRAATAGCCCGATGAGCCCTTITTAATTICCGCATICTICIGE
CGCRAGTATCCCGRATGGTCTGATRRAGCRRACTRAGTTTGCRACCTTCGTGATCACTGAGRTRAACCTTCTTT
ARGCTTACATTTGTICGICGCICTATCCCARACTTTCACCCARATTIGEAAGCCCGTAGCAGTARACACGCG
GECCAGGCGCAATAGCCCGATGAGCCCITITTAATTCCGCATICTCTGCCGCAGTATCCCGATGGTICIGSE
TRARGCRRCTRAAGTITGCAACCTICGIGATCACTGAGATARCCTICTITAAGCTTAT CGI;.T-I-;T C
GRATRRAGCTTARAGRRGGTTATCTCAGTGATCACGRAAGGTTGCARACTTAGTTGCTTTACCAGRACCATCGSE
GATACTGCGGCAGRAGRAATGCGGRATTARARAGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCTGGCCCGCGTIGTITACTG
CIACGGGCTICCARATTGGGTGRARAGTITGGGATAGAGCGACGRACARATGTARGCTTARLGARGETTAT
CICAGIGATCACGRAGGTTGCARACTTAGTTGCTITATCAGACCATCGGGATACTGCGECAGAGRAATGCG
GRATTRRRRAGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCIGGCCCGCGIGTITACTGCTACGGGCTICCARRTTGEGET
GRAAGTTTGGGATAGAGCGACGRAACARATGTARAGCTITGALATCGEATCCAATCACTAGT GCGEGEC
CGCCTGCAGETCGRCCATATGEGAGAGCTCCCARACGCGTTIGEATGCATAGCTTGRAGTA

»AAS clone 3

GSDSKLTFVRRSIPNFHPIWKPVAVIRGPGAIAR LFNSAFSAAVSRWSDKATKFATFVITEITEF
KLTFVRRSIPNFHPIWKEVAVTRGPGAIAE LFNSAFSAAVSRWSGEATKFATFVITEITFFKLID
EFIDKLKEGYLSDHEGCKLSCFTRPSGYCGRECGIKKGS SGYCAWPACYCYGLENWVEVWDRETNECKLE
EGYLSDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVEVWORATNRCHLIlIGSN
Hi I L 7 GRLOVDHMGELPTRWMHSLS

Figura 24: Sequenciamento clone 3 — Ts1-4 em pGEM-T Easy. Sequéncia nucleotidica da construcéo Ts1-
4 em vetor pGEM-T Easy. Em azul o sitio de restricdo da enzima BamHI, em amarelo o sitio da enzima HindllI, em
verde o sitio da enzima EcoRI, em cinza a sequéncia da toxina Ts1 de Tityus serrulatus, em sublinhado a sequéncia do
vetor pPGEM-T Easy. A sequéncia da toxina Ts1 esté flanqueada pelos sitios de HindlIll. Na sequéncia de aminoécidos
destaque para a sequéncia em vermelho, varios codons de parada prematuros em meio a sequéncia da Ts1-4.
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>Clone & F1+R2

IGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGECATGECGECECGE GG_@TTGEHTCCAT CGATAAGCT
TG T TATCTCAGT AT CACGAAGGTTGCARACTTAGT TGCTITTAT CAGACCATCGGGATACTGC
GGCAGAGRATGCGGAATTARRR AGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCTGGCCCGCGTGTTACTGCTACGEGE
TTCCARRATTGGGTGRARLAGTTTGGGATAGRGCGRACGRACARATGTARGCTTARAGRAGSTTATCTCAGTGRA
TCACGAAGETTIGCARACTTAGTTGCTITATCAGACCATCGGGATACTGCGGCAGAGRAATGCGGAATTARS
LA GGEECICATCGGGCTATIGCGCCIGGCCCGCGTGTITACTGCTACGGGCTTCCARATIGGETGARAGTTT
GGGATAGRAGCGACGARCRARATGTARGCTTIGATAT C-AT CGRTARGCTTRARAGRRAGGTTATCTICAG
TGATCACGRAGGTTGCARACTTAGTTGCTITATCAGACCATCGGGATACTGCGGCAGAGRARATGCGGAATT
ARARRGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCIGGCCCGCGIGITACTGCTACGGGCTITCCARATTGGLTGARAG
ITIGGGATAGAGCGACGRAACAL ATGTARGCTTARAGAAGGTTATCTCAGTGACCACGAAGGTTGCALACT
TAGTTGCTTITAT CAGACCATCGGGATACTGCGGCAGAGRATGCGGAATTARRR AGEGCTCATCGEGCTAT
TGCGCCTIGGCCCGCGTGITACTGCTACGGGCTTCCARATTGGGTGRRAGTTTGGGATAGAGCGACGRACE
AATGTRAGCTTTGAATCGGATCCARATCAC TRGT-GC GGCCGCCTIGCAGGTCGACCATATGGGAGA
GCTCCCAACGCGITGGATGCATAGCTTGAGTATTICTAT

»BAS5 clone &

GSIDKLEEGYLSDHEGCELSCFIRPSGYCGRECGIKEGSSGYCAWNPACY CYGLPNWVEVWDEATHNECELE
EGYLSDHEGCELSCFIRPSGYCGRECGIEEGSSGYCAWPACYCYGLPNWVEVWDRATNECELD :.: DEL
KEGYLSDHEGCHELSCFIRPSGYCGRECGIERGSSGYCAWPACY CYGLPNWVEVWDRATNECELEEGYLSD
HEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKEGSSGYCAWPACYCYGLPNWVEWVWD R.T-LI'NKCKL-: G5

Figura 25: Sequenciamento clone 6 — Ts1-4 em pGEM-T Easy. Sequéncia nucleotidica da construcdo Ts1-
4 em vetor pGEM-T Easy. Em azul o sitio de restricdo da enzima BamHI, em amarelo o sitio da enzima Hindlll, em
verde o sitio da enzima EcoRI, em sublinhado a sequéncia do vetor pGEM-T Easy. A sequéncia da toxina Tsl esta
flanqueada pelos sitios de Hindlll. Na sequéncia de aminoacidos destaque para a correta fase de leitura da toxina
recombinante Ts1-4.

>Clone 7 F1+R1

GACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGECGECCGER GATTGGATCCATCGATAAGCTTARAGRAR
GEITATCTICAGTGATCACGARGGTTGCARACTTAGTTGCTITTAT CAGRACCATCGGGATACT GCGGCAGAG
RRTGCGGRATTARRARGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCTGGCCCGCGTGITACTGCTRCGGGCTTCCRARR
TTGGGTGARAGTTIGEGATAGRAGCGACGAACRLATGTAAGCTTARAGRLGETTATCTCAGTGATCACGRAR
GETTGCARACTTAGTTGCTITTAT CAGRCCATCGGGATACTGCGGCAGRAGRAATGCGGARTTARRRLGEGCT
CATCGGGCTATIGCGCCTIGECCCGCGIGTITACTGCTACGGGCTTCCARATTGGGTGARAGTTTGGGATAG
AGCGACGRACARATGTRAAGCTTGATAT C-.T-sT CGATRAAGCTTAAAGRARGGTTATCTCAGTGATCAC
GAAGETTGCARACTTAGTIGCTTTATCAGACCATCGGGATACTGCGGCAGAGRATGCGGAATTAARRRAGE
GCICATCGGGCTATTGCGCCTGGCCCECGIGTTACTGCTACGGGCTTCCARARTTGOGTGAARAGTTITGGGA
TAGAGCGACGRACARRTGTARGCTTARAGARGGTTATCTCAGTGAT CACGARGETTGCAAACTTAGTTGC
TTTATCAGRCCATCGGGATACTGCGGCAGAGRATGCGGRATTRALARGGGCTCATCGGGCTATTGCGCCT
GGCCCGCGIGITACTGCTACGGGCITCCARRATTGEGTGARAGTTTGGGATAGAGCGACGAACARATETAR
GCTTTGAATCGGATCCAATCACTAGT GCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCA
ACGCGTTIGGATGCATAGCTTGAGTATTICTAT

FRAAS clone 7

GSIDELEEGYLSDHEGCELSCFIRPSGYCGRECGIKEGSSGY CANPACY CY GLPNWVEVWDRATNE CELE
EGYLSDHEGCKELSCFIRPSGYCGRECGIREGSSGYCAWPACY CYGLPNWVEVWDRATHNECKEL E:.: DEL
KEGYLSDHEGCELSCFIRPSGYCGRECGIEEGESGYCANPACY CYGLPNWVEVNDREATHNECELEEGYLSD
HEGCELSCFIRPSGYCGRECGIREGSSGYCAWPACYCYGLPNWVENVWD RILI'NKCKL-: G5

Figura 26: Sequenciamento clone 7 — Ts1-4 em pGEM-T Easy. Sequéncia nucleotidica da construgao Ts1-
4 em vetor pGEM-T Easy. Em azul o sitio de restricdo da enzima BamHI, em amarelo o sitio da enzima HindllI, em

verde o sitio da enzima EcoRI, em sublinhado a sequéncia do vetor pPGEM-T Easy. A sequéncia da toxina Tsl esta
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flanqueada pelos sitios de Hindlll. Na sequéncia de aminoacidos destaque para a correta fase de leitura da toxina
recombinante Ts1-4.

5.3.5 Digestdo com enzima de restricio Bam HI

Concomitantemente ao sequenciamento, foi realizada a reacdo de corte de trés
vetores pGEM-T Easy Ts1-4 (clones 3,6 e 7) e pET 11la com a endonuclease BamHI
para a liberacdo do inserto Ts1-4 do vetor pGEM-T Easy e linearizacdo do vetor de

expressdo pET 11la.

Depois da reagdo de corte as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,5% para visualizacao da liberacdo do inserto Ts1-4 (Figura 27) e linearizagdo

do vetor de expressdo pET 11a (dados ndo mostrados).

A reacgéo de corte dos vetores pGEM-T Easy Ts1-4 apresentou a liberacdo do
inserto correspondente a Ts1-4 com tamanho aparente de 800 pb (Figura 27).

1200 pb

i

sy
.
-

1000 pb
800 pb

. < 800pb

500 pb
400 pb
300pb

!
'

"v
" .

200 pb
100 pb

Figura 27: Digestdo com enzima de restricho BamHI do vetor pGEM-T Easy Ts1-4. Gel de agarose
1,5%, corrida com 100 V e 100 mA, corante brometo de etidio 10 pg/100 mL. Padrdo de massa molecular (MM) de

100 pb da Amresco. Em 3 e 3’ estdo representados respectivamente o clone 3 néo digerido e digerido; em 6 e 6” esta
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representado respectivamente o clone 6 ndo digerido e digerido; em 7 e 7° representado respectivamente o clone 7

digerido e ndo digerido. Destaque para liberagdo do fragmento de 800 pb na digestdo dos 3 clones —3°,6’ ¢ 7°.

O produto da digestdo do clone 6 —banda de 800 pb referente a sequéncia da Ts1-
4 (Figura 27) - foi purificada do gel (item 4.7), assim como a banda referente ao vetor
pET 11a linearizado (dados ndo mostrados), e ambos foram submetidos a ligagdo com a
enzima T4 DNA ligase (item 4.16).

5.3.6 Selecao de colonias positivas para Ts1-4 em vetor de expressao
pET 11a

O produto da ligacdo Ts1-4 e vetor pET 11a foi eletrotransformado em linhagem
E.coli XL1 Blue. 44 colbnias foram selecionadas para PCR de coldnia (item 4.10), os

iniciadores utilizados foram o T7 promotor e T7 terminador
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Figura 28: PCR de colbnia para selecdo de col6nias positivas de Ts1-4 em vetor de expressdo pET 1la.
Gel de agarose 1,5%, corrida com 100 V e 100 mA, corante brometo de etidio 10 png/100 mL. Padrdo de massa
molecular (P) de 100 pb da Amresco. Controle negativo representado por C-, controle positivo por C+ ( Ts1-4 em
pGEM-T Easy). De 1 a 44 estdo representadas as colonias selecionadas para PCR, destaque para as colonias 14, 23,
27, 32, 36 e 39 que apresentam padrdo de bandas equivalentes ao C +, indicando que receberam o vetor com inserto

enquanto as demais col6nias receberam o vetor vazio.

A figura 28 mostra que das 44 coldnias utilizadas para PCR de colbnia apenas 6
(14, 23, 27, 32, 36 e 39) apresentaram padrdo de bandas equivalente ao vetor pET 1la
com inserto da Ts1-4, enquanto as demais 38 coldnias receberam o vetor pET 11a vazio.
As coldnias portadoras do vetor com inserto foram entdo selecionadas para verificagdo

da fase de leitura através de nova PCR de colbnia.
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5.3.7 Verificacao da fase de leitura dos clones TS1-4 em pET 11a por
PCR de coldnia

Para verificacdo da fase de leitura dos clones 14, 23, 27, 32, 36 e 39 foi realizada

nova PCR de coldnia e para cada clone foi utilizado 3 pares de iniciadores diferentes:

1: T7 promotor e T7 terminador
2: T7 promotor e Tsl reverso

3: Tsl direto e T7 reverso

O clone que amplificasse com os trés pares de iniciadores estava em correta fase de

leitura.

T7FeR T7FeTs1R Ts1FeT7R

C- C+ 14@ 27 @36 39 P C-C+ 14 @ 27@36 39 C-C+ 14@27@36 39

- ~ -

1200 pb

1000 pb - g - H —=- - & —

500 pb - — o e

bt
- =N e

200 pb - -
100 pb

Figura 29: PCR de col6nia para selecdo de coldnias positivas para Ts1-4 em vetor de expressdo pET
11a. Gel de agarose 1,5%, corrida com 100 V e 100 mA, corante brometo de etidio 10 pg/100 mL. Padrdo de massa
molecular (P) de 100 pb da Amresco. Controle negativo representado por C-, controle positivo por C+ ( Ts1-4 em
pGEM-T Easy). As colbnias estdo representadas por sua identificacdo 14, 23, 27, 32, 36 e 39 e 0s pares de iniciadores
utilizados para cada reagdo estdo indicados sobre as coldnias. Destaque para colénias 23 e 32 que amplificaram com o0s

trés pares de iniciadores.

Os iniciadores T7 promotor e T7 terminador foram utilizados para amplificacéo

de toda regido do sitio multiplo de clonagem (MCS) do vetor bem como a regido
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flanqueadora do MCS, assim era esperada a amplificacdo de uma banda de
aproximadamente 1000 pb, que se refere a sequéncia da Ts1-4 ligada ao vetor, e essa
amplificacdo foi visualizada nas colonias 14, 23, 32, 36 e 39 (Figura 29). A colonia 27,

apesar de ter sido amplificada na PCR anterior, ndo foi amplificada nesta PCR.

Os pares de iniciadores T7 promotor - Ts1 reverso e Tsl direto - T7 terminador
foram utilizados para verificacdo da orientacdo da fase de leitura dos clones. Em ambos
0s casos, era esperada a amplificacdo de bandas inespecificas ja que o iniciador Ts1 podia
se anelar em 4 posi¢Oes distintas (uma vez que a construcdo apresenta 4 copias da toxina
Ts1). Na Figura 29 é possivel a visualizacdo da amplificacdo com os iniciadores T7
promotor - Ts1 reverso apenas nas colonias 23 e 32, e com utilizag&o dos iniciadores Ts1
direto - T7 terminador houve a amplificacdo das col6nias 23, 27 e 32, sendo que a colénia

27 ndo foi amplificada com nenhum dos outros 2 pares de iniciadores utilizados.

Dessa forma as coldnias 23 e 32, as Unicas amplificadas com os trés pares de
iniciadores, foram selecionadas para a reacao de seqtienciamento a fim da verificacdo da

integridade da sequéncia da Ts1-4 no vetor pET 11a.

5.3.8 Sequenciamento dos clones Ts1-4 em pET 11a em correta fase
de leitura

As coldnias 23 e 32 foram submetidas a extracdo plasmidial por lise alcalina (item
4.11), apds extracdo o DNA plasmidial foi quantificado por gel de agarose (item 4.12) e
200 ng de DNA foram utilizadas para reacdo de sequenciamento (item 4.13). Os
iniciadores utilizados foram o T7 promotor e T7 terminador.

As sequéncias obtidas apresentaram picos satisfatérios e auséncia de linha de base
alta, conferindo alta confiabilidade dos resultados. A Figura 30 mostra o resultado do
sequenciamento do clone 32. O sequenciamento do clone 23, embora néo tenha sido
mostrado, apresentou 0s mesmos resultados. Esses resultados mostram que os 2 clones

23 e 32 estdo aptos a expressao.
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TATACATATGGCTAGCATGACTGETGEACAGCRARATGEETCGCGEATCCATCGATARAGCTTAa
gAAGETTAT CTCAGTGAT CACGRAAGEATGCAR A CTTAGTTGCTTTATCAGRCCATCGEEATACT
GCEECAGRGRAATGTGEALATTARRARAAGEGCTCAT CGGECTATTGCGCCTEGECCCECETETTACTG
CTACGEGGCTTCCARRTTGGGTEARALAGTTTGGEATAGAGCGACGRAACARATGTARGCTT AL D GIN
GETTATCTCAGTGAT CACGAAGETTGCALRACTTAGTTGCTTTAT CAGACCAT CGEGATACTGCG
GCAGAGRATGCGEARTTALAAARAGGECTCATCGEECTATTGCGCCTEGECCCEGCETETTACTGCTA
CEEECTTCCARATTGEETGARAGTTTGEEGATAGAGCGACGARCARATETAAGCTT GATAT CEll
ITrCATCGATAAGCTT AL GAAGETTATCTCAGTGAT CACGRAGGTTGCARACTTAGTTGCTTTA
TCAGACCATCGGGATACTGCGGCAGAGALTGOGEAATTARL A GGECTCATCGEGECTATTGCGEE
CrEECCCECGTETITACTGCTACGGECTTCCARATTGEETEGAAAGTTTEGEEATAGRGCGACGALT
ARATGTRARGCTTAALGALGETTATCTCAGTGAT CACGAAGETTGCARACTTAGTTGCTTTATCR
GACCATCGEGATACTGCGGCAGAGRAATGCGERAATTALA A AGEECTCATCGEGGCTATTGCOGCCTE
GCCCECGTGTTAC TGO TACGGECTTCCARATT GGG TEAAAGTTTGECATAGRAGCGACGALCA DD
TETAAGCTTTGRAATCGEATCCGECTGETARCAR A GCCCEARAT

HMASMTGEOOMGRES TDERT O GY LSDHEGCELSCFIRFSGYCGRECGIREGS SGY CANPACY CYGLPHWVE

HNECERFEGYLSDHEGCELSCFIRPSGYCGRECGIFEGS SGYCANPACY CYGLPNWVEVWDRATNE CEN

Figura 30: Sequenciamento clone 32 — Ts1-4 em pET 11a. Sequéncia nucleotidica da constru¢do Tsl1-4
em vetor pET 11a. Em azul o sitio de restri¢do da enzima Hindlll, em amarelo o sitio da enzima BamHI, em verde o
sitio da enzima EcoRI, em cinza a sequéncia do vetor pET 11a. A sequéncia da toxina Ts1 esta flanqueada pelos sitios
de HindlIl. Na sequéncia de amino4cidos destaque para a correta fase de leitura da toxina recombinante Ts1-4.

5.3.9 Expressao piloto da toxina Ts1-4

Os clones 23 e 32 foram eletrotransformados em linhagem E. coli BL21 e Origami
pLysS (item 4.9). Uma coldnia foi selecionada de cada eletrotransformacéo (23 BL21, 23
Origami, 32 BL21 e 32 Origami) para expressdo. Foram testadas 8 estratégias de

expressao para cada clone, culminando em 16 estratégias (Tabela 6).

O gel SDS-PAGE das estratégias utilizadas para cada clone estdo mostrados nas
figuras 31 e 32.
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Clone 23
25°C 37°C

MM BL21 BL21 Orig Orig BL21 BL21 Orig Orig
- + 2 + - + - +
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Figura 31: Expresséo piloto da toxina recombinante Ts1-4 a partir do clone 23. Condicdes: Gel 12,5%
de acrilamida, corante Coomassie brilliant blue G-250 em agua:metanol 1:1 (v/v), descorante 7% (v/v) acido acético.
Padrdo de massa molecular (MM); BL21 -: Linhagem E. coli BL21 sem inducéo de IPTG; BL21 +: Linhagem E. coli
BL21 com inducdo de IPTG; Orig -: Linhagem E. coli Origami sem inducéo de IPTG; Orig +: Linhagem E. coli Origami
com indugdo de IPTG. A temperatura de expressao (25 °C ou 37 °C) estdo identificadas acima das respectivas
linhagens. Destaque para a banda de aproximadamente 28 KDa, que se refere a toxina Ts1-4 expressa.
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Clone 32
25°C 37°C

MM BL21 BL21 Orig Orig BL21 BL21 Orig Orig
- + - + - + - +

L I ¥ 2
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28KDa —> - -
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Figura 32: Expressao piloto da toxina recombinante Ts1-4 a partir do clone 32. Condigdes: Gel 12,5%
de acrilamida, corante Coomassie brilliant blue G-250 em agua:metanol 1:1 (v/v), descorante 7% (v/v) &cido acético.
Padréo de massa molecular (MM); BL21 -: Linhagem E. coli BL21 sem inducéo de IPTG; BL21 +: Linhagem E. coli
BL21 com indugdo de IPTG; Orig -: Linhagem E. coli Origami sem inducéo de IPTG; Orig +: Linhagem E. coli Origami
com indugdo de IPTG. A temperatura de expressdo (25 °C ou 37 °C) estdo identificadas acima das respectivas

linhagens. Destaque para a banda de aproximadamente 28 KDa, que se refere a toxina Ts1-4 expressa.

Com a resolucéo eletroforética da expressao piloto, pode-se visualizar que ambos
0s clones (23 e 32) expressaram a toxina de tamanho esperado (28 KDa) apenas em
linhagem BL21, a variacdo de temperatura e inducdo com IPTG, ndo alteraram de forma
expressiva o rendimento da expressdo. Em linhagem Origami ndo houve expressdo com

nenhuma das condicOes testadas.

Dessa forma, foi escolhida para expressdo em larga escala o clone 32 em BL21,

expressdo a 37 °C com inducdo de IPTG.
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5.3.10 Purificacao da toxina Ts1-4 recombinante

Apds expressdo em larga escala da toxina recombinante Ts1-4 a cultura foi
submetida a lise bacteriana (item 4.22) e posterior purificacdo da toxina expressa através
de lavagens consecutivas do extrato bacteriano (item 4.23). A Figura 33 mostra o0 processo
de purificacdo da toxina Ts1-4 recombinante.

Ex Lise 1°s 2° 3°% 4°% 5°% 6°% 7° Pellet MM
& 100
40

> 35
-~ e 125 stkv!/)vg

115

10

Figura 33: Purificacdo da toxina recombinante Tsl-4. Condigdes: Gel 12% de acrilamida, corante
Coomassie brilliant blue G-250 em &gua:metanol 1:1 (v/v), descorante 7% (v/v) acido acético. Ex: expressdo do clone
32; Lise: extrato bacteriano apdés lise em prenga francesa; 1°s ao 7°s : 1°ao 7° sobrenadante de lavagem do pellet; Pellet:
pellet final apds 7 lavagens com grande quantidade de toxina Ts1-4 recombinante de 28 KDa; MM: padrdo de massa

molecular.

A purificagdo da Ts1-4 (Figura 33) mostra a grande concentragdo da toxina no
pellet. Nos sobrenadantes de lavagens percebe-se a solubilizacdo de uma pequena
quantidade da toxina. Mesmo ap0s varias lavagens, ainda ha a presenca de proteinas
bacterianas junto com a toxina recombinante. Como a Ts1-4 é formada em corpos de

incluséo (insoluvel) sua limpeza com alto grau de pureza se torna bem dificultada.

Contudo o rendimento da expressédo foi bem satisfatorio, pois a banda equivalente

a toxina Ts1-4 foi bem intensa no gel de poliacrilamida.
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5.3.11 Tentativa de solubiliza¢do da toxina recombinante Ts1-4 em

DMSO

Apos purificagdo parcial da toxina Ts1-4 foi realizado um teste de solubilizagdo
em dimetilsulféxido (DMSO). Uma pequena porcéo visivel do pellet foi recolhida com

uma espatula e solubilizada em DMSO 100%, a solucdo foi centrifugada a 13200 rpm,

25°C por 10 minutos e entdo amostras da solucdo antes da centrifugacao, fracéo soltvel

e insoluvel apds centrifugacdo foram aplicadas em um gel SDS-PAGE 12% (item 4.4.1)

para visualizacdo do comportamento da toxina recombinante Ts1-4 na presenca de

DMSO (Figura 34).
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Figura 34: Gel SDS-PAGE tentativa de solubilizagdo da Ts1-4 em DMSO. Condigfes: Gel 12% de

acrilamida, corante Coomassie brilliant blue G-250 em &gua:metanol 1:1 (v/v), descorante 7% (v/v) acido acético. MM

— padrédo de massa molecular; Pellet bruto — Ts1-4; Pellet em DMSO- Ts1-4 solubilizada em DMSO; Fracéo soltvel —

fracdo sollvel apods centrifugacdo; Fracdo insoltvel- pellet formado apds centrifugacdo. A Tsl1-4 possui 28 KDa e é a

banda de maior insensidade no gel.
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O DMSO, mesmo sendo um solvente muito forte, ndo foi capaz de promover
nehuma solubilizagdo da toxina recombinante. Como pode ser visualizado na Figura 34
nem a Tsl-4 nem as proteinas bacterianas foram solubilizadas em DMSO, todas

permaneceram na fracéo insollvel apds a centrifugacéo.

Dessa maneira sera utilizada a toxina Ts1-4 insoltvel e parcialmente purificada

para os ensaios de neutralizacdo.

5.3.12 Quantificacao da toxina recombinante por SDS-PAGE

Para estimar a quantidade de toxina recombinante expressa foi utilizado um
sistema de quantificacdo por intensidade de bandas em SDS-PAGE, no qual foram
aplicadas em um gel quantidades conhecidas da proteina albumina de soro bovino (BSA)
e quantidades desconhecidas da toxina Ts1-4, objetivando a correlagdo da intensidade das
bandas de quantidade conhecida (BSA) com as bandas de quantidade desconhecida (Ts1-
4).

Dessa forma foi aplicado em um gel SDS-PAGE 12% (item 4.4.1):

- BSA: 3 pg, 5 pg, 10 pg, 20 pg e 30 pg.

- Toxina Ts1-4: 0,1 puL, 0,5 ul, 1 pl, 2 uL e 5 pL.
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Figura 35: Gel SDS-PAGE quantificagdo da toxina recombinante Tsl1-4 . CondigBes: Gel 12% de
acrilamida, corante Coomassie brilliant blue G-250 em agua:metanol 1:1 (v/v), descorante 7% (v/v) acido acético. MM
— padrdo de massa molecular; Canaletas intercaladas com Ts1-4 (1,3,5,7 e 9) e BSA (2,4,6,8 e 10) como indicado acima

da figura. As bandas destacadas apresentaram a mesma intensidade e foram utilizadas para correla¢do de peso.

A toxina Ts1-4 apresenta peso de 28 kDa e corresponde entdo as bandas de menor
massa com maior intensidade no gel, jA 0 BSA apresenta peso de 66,5 kDa e corresponde
as bandas de maior peso com maior intensidade no gel. Observando a figura 34 pode-se
concluir que as bandas que apresentaram maior correlacdo de peso foram as das canaletas
3 e 6 que correspondem a 0,5 uL. de Ts1-4 e 10 pg de BSA repectivamente. Desse modo
foi padronizada a quantificagdo da Ts1-4 como sendo 20 pg/uL, a partir de uma amostra
concentrada de 1 mL que foi o resultado de 1 L de expressdo. Assim estimou-se a

producéo de 20 mg de toxina recombinante por litro de expressao.

Essa € uma forma bem grosseira de quantificacdo, contudo foi a Unica forma de
se estimar a quantidade de proteina recombinante visto que sua forte insolubilidade

impedia sua quantificagdo por métodos de dosagem de proteinas.
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5.3.13 Titulacao e reatividade dos soros obtidos na Imunizac¢ao

Os soros obtidos na imunizagdo foram titulados a cada sangria, contra seu proprio
antigeno, para que fosse acompanhada a producdo de soro pelos coelhos. Os coelhos
imunizados com peconha bruta e toxina Ts1 nativa receberam 4 doses de imundgeno, mas
ja alcancaram titulo do soro adequado na 3? dose. Os coelhos imunizados com Ts1-4
recombinante apds a 4% dose de imundgeno ainda ndo tinham alcancado a titulagdo
adequada do soro, por isso lhes foi aplicada uma 5% dose com grande quantidade de

imundgeno, assim o titulo foi alcangado.

Um fato interessante foi o salto do titulo obtido pela imunizacdo com a Ts1 nativa.
Apos aplicagdo da 12 e 22 dose ndo foi observada a produgdo de anticorpos contra a Ts1,
porém com a aplicacdo da 3? dose a producdo de anticorpos atingiu um titulo muito alto,
gue permaneceu na 42 dose. O mesmo foi observado para a toxina Ts1-4 recombinante,
até a 4° dose ndo houve producdo de anticorpos e apds a 5% dose um titulo maximo foi
observado. Apenas 0s animais imunizados com a peconha bruta apresentaram uma

producdo gradual de anticorpos ao longo das doses aplicadas.

A reatividade dos soros foi testada contra os diversos antigenos. Foram utilizadas
quatro placas, cada uma sensibilizada com um antigeno, e todos os soros testados em cada
placa. Os antigenos utilizados foram peconha bruta, Ts1 nativa , Ts1-4 recombinante e
proteinas bacterianas insollveis. Os soros utilizados foram anti-peconha, anti-Ts1 nativa,

anti-Ts1-4 recombinante e soro pré-imune.

Na placa sensibilizada com peconha bruta observa-se alto reconhecimento do
soro-anti-peconha bruta, reconhecimento intermediario do soro anti-Ts1 nativa e nenhum

reconhecimento do soro anti-Ts1-4 recombinante e do soro pré imune (Figura 36).

Placa Pegonha bruta X Soros ultima dose
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Figura 36: ELISA de reatividade Peconha bruta X Soros diversos. . Placa sensibilizada com peconha
bruta. Soros utilizados da Gltima dose (anti-peconha e anti-Ts1 nativa: 42 dose; anti-Ts1-4 recombinante: 5% dose).
Observa-se alto reconhecimento do soro-anti-peconha bruta, reconhecimento intermediario do soro anti-Ts1 nativa e

nenhum reconhecimento do soro anti-Ts1-4 recombinante e do soro pré imune.

Na placa sensibilizada com Ts1 nativa observa-se alto reconhecimento tanto do
soro anti-Ts1 quanto do soro anti-peconha bruta, contudo o soro anti Ts1-4 recombinante

continuou ndo reconhecendo a toxina nativa, assim como o soro pré-imune (Figura 37).
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Figura 37: ELISA de reatividade Ts1 nativa X Soros diversos. . Placa sensibilizada com toxina Ts1 nativa.
Soros utilizados da ultima dose (anti-peconha e anti-Ts1 nativa: 42 dose; anti-Ts1-4 recombinante: 52 dose). Observa-
se alto reconhecimento tanto do soro anti-Tsl quanto do soro anti-pegonha bruta, contudo o soro anti Tsl-4

recombinante ndo reconheceu a toxina nativa, assim como o soro pré-imune.

Na placa sensibilizada com a toxina Tsl-4 recombinante o soro anti-Tsl-4
apresentou alto reconhecimento, o soro anti-pegonha apresentou reconhecimento
intermediadrio e tanto o soro anti-Tsl nativa quanto o soro controle pré-imune

apresentaram baixo reconhecimento (Figura 38).
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Figura 38: ELISA de reatividade Ts1-4 recombinante X Soros diversos. . Placa sensibilizada com toxina
Ts1-4 recombinante. Soros utilizados da Gltima dose (anti-peconha e anti-Ts1 nativa: 42 dose; anti-Ts1-4 recombinante:
52 dose). Observa-se alto reconhecimento do soro anti-Tsl-4, o soro anti-pegonha apresentou reconhecimento

intermediario e tanto o soro anti-Ts1 nativa quanto o soro controle pré-imune apresentaram baixo reconhecimento.

O fato de o soro anti-peconha reconhecer parcialmente a toxina Tsl-4
recombinante e o soro anti-Ts1 nativa ndo reconhecer causou uma preocupacao quanto a
qual composto da toxina recombinante estava sendo reconhecido pelo soro anti-peconha,
se a toxina Ts1-4 propriamente dita ou seus contaminantes bacterianos, uma vez que a
peconha, por sua grande complexidade, produz anticorpos contra uma infinidade de
componentes. Entdo realizou-se um teste de reatividade das proteinas bacterianas
insollveis contra os soros produzidos, a fim de se avaliar se a peconha estava
reconhecendo a toxina recombinante ou as proteinas bacterianas. Vale ressaltar que os
animais naturalmente ja possuem anticorpos contra proteinas bacterianas e que o proprio

Adjuvante de Freund apresenta em sua composi¢do proteinas bacterianas.

Na placa sensibilizada com as proteinas bacterianas insollveis, todos 0s soros

produzidos apresentaram reatividade. Observa-se grande reatividade do soro anti-Ts1-4
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recombinante e também do soro anti-peconha, o soro anti-Tsl nativa apresentou
reatividade intermediaria e o soro pré-imune baixa reatividade (Figura 39). Os resultados
obtidos sugerem que o reconhecimento do soro anti-peconha frente a toxina recombinante
se deve-se principalmente a seus componentes bacterianos ja que até o soro anti-Tsl
nativa, produzido contra um composto purificado, reconheceu parcialmente as proteinas

bacterianas.

Placa proteinas bacterianas X Soros Ultima dose

—¥— Soro anti-veneno

—A— Soro anti-natwva

—e— Soro anti-recombinante
——Pré Imune

Absorbancia (490 nm)

Titulagao do soro

Figura 39: ELISA de reatividade Proteinas bacterianas X Soros diversos. . Placa sensibilizada com
proteinas bacterianas. Soros utilizados da Ultima dose (anti-peconha e anti-Tsl nativa: 4% dose; anti-Ts1-4
recombinante: 5% dose). Observa-se grande reatividade do soro anti-Ts1-4 recombinante e também do soro anti-

peconha, 0 soro anti-Ts1 nativa apresentou reatividade intermedidria e o soro pré-imune baixa reatividade.

Assim, pode-se concluir dos testes de reatividade que o soro anti-peconha é capaz
de reconhecer todos os antigenos; o soro anti-Tsl nativa reconhece parcialmente a
peconha, reconhece grandemente a toxina nativa e reconhece pouco a toxina
recombinante; e que o0 soro anti-Ts1-4 recombinante é capaz de reconhecer grandemente
a toxina recombinante, reconhecer parcialmente a peconha bruta e reconhecer pouco a
toxina nativa. Assim o soro anti-Ts1-4 & capaz de reconhecer apenas seu proprio antigeno,

mas a toxina recombinante é reconhecida por todos 0s soros.
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5.3.14 Western Blot

Em complementacdo aos testes de reatividade por ELISA foi realizada a
reatividade dos soros através de western blot. Foram corridos cinco géis SDS-PAGE 12%
com as amostras de proteinas bacterianas, toxina Ts1-4 recombinante, toxina Ts1 nativa
e peconha bruta. Um gel foi utilizado para coloracdo com Coomassie blue (Figura 40 A)
e 0s outros quatro geis foram submetidos a transferéncia de suas amostras para uma
membrana de PVDF na qual a reatividade de cada soro foi testada (Figura 40 B, C, D e
E).

Na membrana tratada com soro anti-peconha bruta (Figura 40 B) é possivel
visualizar o reconhecimento de bandas da peconha bruta, a banda da Ts1 nativa e pouco
reconhecimento de bandas das proteinas bacterianas, entretanto ndo houve
reconhecimento da Ts1-4 recombinante. Esses dados contradizem os resultados do
ELISA uma vez que nessa analise o0 soro anti-peconha reconheceu todos os antigenos,

inclusive a toxina Ts1-4 recombinante (Figura 38).

Na membrana tratada com soro anti-Tsl nativa (Figura 40 C) € possivel a
visualizacdo de reconhecimento com bandas de todas as amostras, inclusive da Tsl1-4
recombinante. Esses dados confirmam todos os resultados do ELISA pois nessa analise o
soro anti-Ts1 nativa reconhece todos os antigenos, embora o reconhecimento da toxina

Ts1-4 recombinante tenha sido pequeno (Figura 38)

Na membrana tratada com soro anti-Ts1-4 recombinante (Figura 40 D) é possivel
visualizar o reconhecimento de proteinas bacterianas e da toxina Ts1-4 recombinante, ndo
foram reconhecidas a toxina Ts1 nativa e a peconha bruta. Esses corroboram os resultados
obtidos no ELISA pois nessa analise o soro anti-Ts1-4 recombinante também sé foi capaz

de reconhecer a toxina Ts1-4 recombinante e as proteinas bacterianas (Figuras 38 e 39).

Na membrana tratada com soro contole pre-imune (Figura 40 E) so foi visualizado
reconhecimento de bandas da proteina bacteriana. Este dado também foi obtido no ELISA
(Figura 39).
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Figura 40: Western blot de reconhecimento dos soros frente aos antigenos. Em A, a resolugdo
eletroforética das amostras PM (padréo de peso molecular), PB (proteinas bacterianas, Ts1-4 recombinante, Ts1 nativa
e PC (peconha bruta de T. serrulatus). Em B a membrana foi tratada com soro anti-peconha e é possivel a visualizagéo
do reconhecimento com bandas da peconha bruta, a banda da Tsl nativa e pouco reconhecimento de proteinas
bacterianas, néo houve reconhecimento da Ts1-4 recombinante. Em C a membrana foi tratada com soro anti-Ts1 nativa
e é possivel a visualizagdo de reconhecimento com bandas de todas as amostras, inclusive da Ts1-4 recombinante. Em
D a membrana foi tratada com soro anti-Ts1-4 recombinante e é possivel visualizar o reconhecimento de proteinas
bacterianas e da toxina Ts1-4 recombinante, ndo foram reconhecidas a toxina Ts1 nativa e a pegonha bruta. Em E a

membrana foi tratada com soro contole pré-imune e sé visualizado reconhecimento de bandas da proteina bacteriana.
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5.3.15 Determinacao da DLso da peconha bruta de Tityus serrulatus

e da toxina Ts1 nativa

A DLso foi calculada com o auxilio do programa StatPlus pelo método de

Probitos. O programa StatPlus esta disponivel para download em:

http://www.analystsoft.com/en/products/statplus/download.phtml

5.3.15.1 Determinacdo da DL50 da peconha bruta de T. serrulatus

A peconha utilizada neste estudo estava congelada ha poucos meses. As doses e

mortes estéo descritas na Tabela 10. A dose letal para 50% da populacéo foi

determinada em 17,6 ng com erro padrdo de 1,17 para camundongos de peso médio de

20 g (18-22 g). Foram utilizados em cada grupo seis animais.

Tabela 14: Determinacdo da DLsg da pe¢onha bruta de T. serrulatus: doses e mortes

Grupos Dose de peconha Mortes apés Total de animais
Fator 1.3 24 horas por grupo
Controle - 0 6
1 8,58 0 6
2 11,15 0 6
3 14,5 > 6
4 18,85 6 6
5 24,51 6 6

5.3.15.2 Determinacgdo da DLso da toxina Ts1 nativa de T. serrulatus

A toxina Ts1 utilizada neste estudo estava liofilizada. As doses e mortes estao

descritas na Tabela 11. A dose letal para 50% da populagéo foi determinada em 5,67 pg


http://www.analystsoft.com/en/products/statplus/download.phtml
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com erro padréo de 1,65 para camundongos de peso médio de 20 g (18-22 g). Foram

utilizados em cada grupo cinco animais.

Tabela 15: Determinacdo da DLsg da toxina Ts1 nativa de T. serrulatus: doses e mortes

Grupos Dose de Ts1 nativa Mortes apds Total de animais
Fator 1.3 24 horas por grupo

Controle - 0 5
2,37 0 5

2 3,08 0 5

3 4,01 1 5

4 5,21 2 5

> 6,78 4 5

5.3.16 Soroneutralizacao

Para avaliar o potencial de neutralizacdo dos soros obtidos na imunizagdo os
mesmos foram incubados com 2 e 5 DLso’s da pecgonha bruta de Tityus serrulatus e da

toxina Tsl nativa.

Os resultados obtidos com a soroneutraliza¢do de 2 DLso da peconha bruta e da
toxina Tsl nativa estdo representados nas Tabelas 12 e 13 respectivamente e na Figura
41.
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Figura 41: Gréfico da soroneutralizagdo dos diversos soros contra 2 DL50 da pegonha bruta de T.
serrulatus e da toxina Tsl nativa. O soro pré-imune ndo neutraliza os efeitos letais da pegonha bruta ou da toxina
Ts1 nativa. O soro anti-pegonha bruta é capaz de neutralizar 100% da pegonha e 87,5 % da Ts1 nativa. O soro anti-Ts1
nativa é capaz de neutralizar 25% da peconha bruta e 100% da Ts1 nativa. O soro anti-Ts1-4 recombinante € capaz de

neutralizar apenas 12,5 % da peconha bruta e 100% da toxina Ts1 nativa.

Os resultados obtidos com a soroneutralizagéo de 2 DLso da pegonha bruta de T.
serrulatus mostram que, como o esperado, 0 soro controle pré-imune ndo neutraliza os
efeitos letais da peconha bruta. O soro anti-pe¢onha neutraliza eficientemente 100% da
peconha, o soro anti Tsl-nativa neutraliza 25% e 0 soro anti-Tsl1-4 recombinante

neutraliza apenas 12,5 % de 2 DLsp da pegonha (Tabela 12).

Tabela 16: Soroneutralizagdo da Peconha bruta de T. serrulatus

Mortes apdés  Total de animais Potencial de
SORO 24 horas por grupo neutralizacao
Pré Imune 6 6 0%
Anti — Pegonha bruta 0 8 100%
Anti - Ts1 nativa 6 8 25%
Anti - Ts1-4 recombinante 7 8 12,50%
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Quando esses dados sdo correlacionados com os obtidos no ELISA (Figura 36) e
Western blot (Figura 40), vé-se que era esperada a alta neutralizacdo da peconha com o
soro anti-pegonha, visto a alta reatividade do soro com o antigeno nessas analises. No que
se refere ao soro anti-Tsl nativa, era esperada uma neutralizacdo intermediaria da
peconha, uma vez que no ELISA (Figura 36) e Western blot (Figura 40) a reatividade foi
mediana, contudo observou-se uma neutralizacdo de 25 % da peconha, entretanto, tendo
em vista que a toxina Ts1 representa 15% da peconha bruta a neutralizacdo obtida foi
considerada eficiente. O soro anti-Ts1-4 recombinante apesar de ndo mostrar nenhuma
reatividade no ELISA (Figura 36) ou Western blot (Figura 40), foi capaz de neutralizar

12,5% da peconha, metade da neutralizacdo alcangada pelo soro anti-Ts1 nativa.

Os resultados obtidos com a soroneutralizagdo de 2 DLso da toxina Ts1 nativa de
T. serrulatus mostram que, também como o esperado, o soro controle pré-imune nédo
neutraliza os efeitos letais da toxina Ts1 nativa. O soro anti-peconha neutraliza 87,5% da
peconha, 0 soro anti Tsl-nativa e o0 soro anti-Tsl-4 recombinante neutralizam
eficientemente 100% 2 DLso da toxina nativa (Tabela 13)

Tabela 17: Soroneutralizagdo da toxina Ts1 nativa de T. serrulatus

Mortes apds  Total de animais Potencial de
SORO 24 horas por grupo neutralizagdo
Pré Imune 6 6 0%
Anti — Pegonha bruta 1 8 87,50%
Anti - Ts1 nativa 0 8 100%
Anti - Ts1-4 recombinante 0 8 100%

Quando esses dados sdo correlacionados com os obtidos no ELISA (Figura 37) e
Western blot (Figura 40), vé-se que era esperada a alta neutralizagdo da toxina Ts1 com
0 soro anti-peconha e com 0 soro anti-Ts1 nativa, visto a alta reatividade de ambos os
soros com a Ts1 nessas analises. Contudo a capacidade de neutraliza¢éo do soro anti-Ts1-
4 recombinante de 100% foi uma grande surpresa, uma vez que ndo foi observada
nenhuma reatividade deste soro com a toxina nativa no ELISA ou no Western blot. Os
testes de ELISA e Soroneutralizacdo foram repetidos por 3 vezes e o resultado foi o

mesmo em todas as repetigdes.
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Quando foi testado o potencial de neutralizacdo dos soros com 5 DLso da peconha
ou da toxina Ts1 nativa, foi visto que nenhum dos soros foi capaz de proteger essa dose
de antigeno, todos os animais de todos os grupos morreram no intervalo de 4 horas.
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6 Discussao

Os acidentes por animais peconhentos foram recentemente reconhecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como doencgas nao atendidas ou negligenciadas,
que afetam milhdes de pessoas pobres, sendo uma manifestacdo evidente das

desigualdades prevalecentes em saude.

O acidente escorpibnico é o de maior numero de notificacdes no Brasil, seguido
por acidentes com serpentes e aranhas. Em 2010 foram notificados 50.126 acidentes
escorpibnicos, 29.635 acidentes ofidicos e 24.279 acidentes causados por aranhas. O
namero de Obitos registrados para esses acidentes foi de 88, 146 e 17 Obitos
respectivamente. Os acidentes por serpentes, embora com menor ocorréncia, sao mais
letais que os acidentes escorpiénicos. O escorpido Tityus serrulatus € o principal causador
de acidentes graves no Brasil, principalmente no estado de Minas Gerais (Ministério da
Saude Brasil, 2012).

O tratamento do acidente escorpifnico visa neutralizar o mais rapido possivel a
toxina circulante, combater os sintomas do envenenamento e dar suporte as condigdes
vitais do paciente, e é realizado por administracdo intravenosa de soro antiescorpiénico,
nos casos graves e moderados, ou administracdo de analgésicos nos casos leves. Os
problemas enfrentados na atual preparacdo do soro refletem a necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias para esse fim. O soro antiescorpidnico é atualmente
produzido em rebanhos equinos com utilizacdo da peconha bruta, que é composta por
uma mistura complexa de componentes toxicos e ndo toxicos, assim o soro é produzido
contra todos 0os componentes da pegconha. Entretanto, as neurotoxinas sdo as grandes
responsaveis pelos efeitos fisiopatoldgicos do envenenamento e um soro produzido

especificamente contra elas seria muito mais eficaz.

Dessa forma surge a necessidade do desenvolvimento de terapias mais efetivas
contra 0 envenenamento, como a produc¢do de um soro contra as toxinas escorpionicas
mais toxicas para mamiferos. Isso se torna uma maneira mais efetiva e direcionada no
combate dos componentes toxicos do veneno, uma vez que os anticorpos produzidos
serdo especificos as toxinas, levando a administracdo de um soro de melhor qualidade e

em menor quantidade nas vitimas.
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Nosso grupo propde o uso de toxinas recombinantes para o desenvolvimento de
antipeconhas mais especificas. Neste contexto o presente estudo buscou avaliar a
imunogenicidade da toxina Ts1 do escorpido amarelo T. serrulatus, em sua forma nativa
e recombinante com quatro cépias em tandem, em complementacdo a caracterizagdo
imunolodgica da toxina recombinante Ts1 com uma e duas copias em tandem (Tsl-1 e
Ts1-2) realizada por Mendes (2007). O primeiro passo deste trabalho foi entdo a
purificacdo da toxina Tsl a partir da peconha bruta de T. serrulatus, a mais abundante

toxina da peconha.

Os primeiros trabalhos para purificacdo desta peconha foram realizados por Diniz
e Goncgalves (1956, 1960), utilizando eletroforese em papel e gel de amido.
Posteriormente Gomez e Diniz (1966) obtiveram duas fragfes toxicas a partir da pegonha
bruta, utilizando extracdo da peconha com &gua, filtracdo em gel de Sephadex G-25,

seguida de cromatografia em CM-celulose.

Um método mais eficiente e rapido para o isolamento de toxinas da peconha de T.
serrulatus foi desenvolvido por Arantes et al. (1989), através da cromatografia em CM-
celulose-52, utilizando tampdo bicarbonato de aménio, pH 7,8, onde se obtém treze
fracOes, das quais a fracdo XIII foi considerada pura e igual a TsTx-y (Possani et al.,
1977), atualmente denominada TsTx-I ou Ts1 (Cologna et al., 2009).

Como o objetivo era a purificacdo da toxina Tsl em grande quantidade, foi
utilizado o método proposto por Arantes et al. (1989), no qual, com apenas uma etapa
cromatografica se obtém a toxina Ts1 pura. Para isso foram utilizadas 500 mg de peconha,
e esse extrato, apos cromatografia em CM-celulose-52 pH 7,8, resultou em quatorze
fracOes (Figura 16). No geral o perfil obtido se assemelhou muito ao obtido por Arantes
et al. (1989), mas algumas diferencas sutis foram percebidas entre os cromatogramas. A
primeira delas é a diferenca nos gradientes obtidos, Arantes et al. (1989) descreve um
gradiente convexo de concentracdo de 0,01 M a 1 M de bicarbonato de aménio, mas o
obtido neste trabalho foi de 0,01 M a 0,6 M. Talvez essa curva mais suave do gradiente
tenha proporcionado a maior separacao das fragcoes XI e XII de Arantes et al. (1989), nas
fracBes X, XI, XII e XIII no presente trabalho. Outra diferenca estad na perda de duas
fragdes do cromatograma (originalmente denominadas por Arantes et al. (1989) de V e

VI), essa perda ocorreu durante a lavagem com tampdo 0,01 M, proveniente de um
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rompimento da conexdo da coluna devido ao aumento de pressdo no sistema, e esta

representada por uma descontinuidade da linha de base no cromatograma.

A toxina Ts1 foi eluida na fracdo X1V, correspondente a fracdo X111 de Arantes et
al. (1989),e caracterizada por eletroforese em gel SDS-PAGE e espectrometria de massas.
A resolucédo eletroforética e o espectro de massa confirmaram a pureza da toxina e sua
identidade, visto que a massa molecular obtida por espectrometria de massa foi de
aproximadamente 6880,93 Da e a massa descrita para essa toxina € de 6890,9 Da

(Cologna et al. 2009), e ndo houveram compostos significativamente contaminantes.

Para obtencdo da toxina Ts1 recombinante com quatro cdpias em tandem (Ts1-4),
um longo caminho foi percorrido. A l6gica em se expressar varias copias unidas da
mesma toxina é devido a seu pequeno tamanho (7 kDa). E conhecido que proteinas
pequenas expressas no citoplasma de bactérias tendem a ser instaveis principalmente por
causa da sua rapida degradacdo por enzimas proteoliticas da bactéria hospedeira (Rabbani
et al., 1988; Parsell et al., 1989). Para evitar esse problema, os peptideos e proteinas
pequenas tém sido frequentemente produzidos como proteinas de fusdo. Entretanto, a
principal desvantagem desta técnica para a producdo em larga escala é que o produto
desejado constitui somente uma pequena por¢ao das proteinas de fusdo, uma vez que nos
sistemas comerciais disponiveis as proteinas utilizadas como carreadoras sd&o muito
grandes com 30-50 kDa (Ishikawa & Tamaoki, 1996). Por isso, a fusdo de vérias copias
de uma mesma proteina vem sendo usada para suplantar este problema. Este método traz
mais estabilidade para a proteina a ser expressa, sem precisar de uma proteina carreadora;
e vem obtendo muitos resultados positivos com a expressao da calcitonina (Gigova et al.,
1989; Ishikawa & Tamaoki, 1996).

Mendes (2007) descreve a diferenca na expressao das duas formas recombinantes
da toxina Tsl1 de T. serrulatus. A Ts1-2 foi expressa em quantidades maiores (30 mg/L)
queaTsl-1 (20 mg/L), cerca de 30% a mais. Isto pode ser devido ao aumento do tamanho
da proteina expressa que levou a uma maior estabilidade. Para o gene da calcitonina, uma
proteina de 32 aminoacidos (a metade de aminoacidos da TsTx-I), foi demonstrado que a
expressao de genes multiméricos (em tandem), estabiliza a proteina e consequentemente
gera uma quantidade maior de proteina expressa (Gigova et al., 1989; Ishikawa &
Tamaoki, 1996).
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A construcdo dessa toxina em vetor pPGEM-T Easy estava pronta no Laboratério
de Biotecnologia e Marcadores Moleculares (ICB/UFMG) e foi realizada por Mendes
(2007), contudo havia um cédon de parada prematuro localizado antes do inicio da toxina,
em uma longa sequéncia que se estendia entre os sitios de restricdo das enzimas BamHI

e HindllIl, e que precisava ser removido (Figura 19).

Para remocdo do cddon de parada prematuro presente no clone da Tsl1-4 em
pGEM-T Easy foi desenvolvida uma PCR que com iniciadores que se anelavam a
sequéncia da toxina Ts1-4 e adicionavam, ao lado do sitio de Hindlll das extremidades,
0 sitio da enzima BamHI. Dessa forma o codon de parada prematuro foi removido da
construcdo. A PCR foi padronizada com utilizagdo de 2 pmol de iniciadores e temperatura
de anelamento de 60 — 56 °C.

O produto de PCR Ts1-4 com extremidades BamHI, foi entdo novamente ligado
ao vetor pGEM-T Easy para sua propagacdo. O vetor propagado foi novamente digerido
com enzima de restricdo BamHI e o inserto liberado foi ligado ao vetor pET 11a onde foi

E€XpPresso.

O sistema de expressdo escolhido foi o bacteriano, por ser barato, simples e ter
muitas ferramentas disponiveis (Villaverde & Currid, 2003). O vetor escolhido foi o0 pET
11a por ja possuirmos no laboratério e por apresentar bons resultados em expresséo
anterior de toxinas feita pelo nosso grupo (Araudjo, 2003) e pelo fato de 90% das
publicacGes sobre proteinas recombinantes, usarem o vetor pET (Sorensen & Mortensen,
2005). A linhagem BL21(DE3) foi selecionada por possuir deficiéncia de dois genes de
proteases citoplasmaticas e por ter se mostrado eficiente em expressdes de diversas
proteinas (Cho et al., 2007; Medynski et al., 2007; Yang et al., 2007; Warner et al., 2007).
A linhagem Origami 2 (DE3) foi escolhida por apresentar duas mutacdes em redutases
(Tioredoxina e Glutationa redutase) que conferem ao seu citoplasma ambiente oxidativo,
necessario para a formacdo de pontes dissulfeto. Este fato aumenta as chances da
formacdo de pontes dissulfeto e propicia as proteinas recombinantes apresentarem

conformacao tridimensional proxima a das nativas.

A proteina recombinante Ts1-4 foi expressa, apenas na linhagem bacteriana BL21,
como corpos de inclusdo. Existem diversos trabalhos descrevendo este tipo de expresséo

tanto com o vetor pET 11a como para outros tipos de pET (Turkov et al., 1997; Roberto
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et al., 2004; Zhao et al., 2007; Kou et al., 2007). Os corpos de inclusdo ocorrem por
deposicdo de polipeptideos com enovelamento errados ou parciais, que expde regides
hidrofobicas e permite interacOes intermoleculares (Villaverde & Carrio, 2003).

Dois tipos de estratégias podem ser usados para tentar obter a proteina
recombinante solGvel: modificacdes das condi¢Bes durante a expresséo e reenovelamento

dos corpos de inclusdo (Sorensen & Mortensen, 2005).

Mendes (2007), quando expressou a toxina recombinante Ts1 com uma e duas
copias em tandem, obteve 0 mesmo resultado — a expressdo de proteinas em corpos de
inclusdo. Para tentar produzir uma proteina soltvel, Mendes (2007) testou varias
modificagdes nas condigdes da expressao como: reducdo da temperatura, reducéo da taxa
de expressdo do gene recombinante, expressdo em meios mais ricos, modificagdes nos
niveis de oxigénio e fonte de carbono, linhagens bactérias diferentes, baixos niveis de
inducdo, dentre outros (Moore et al., 1993; Weickert et al., 1996; Villaverde & Carrid,
2003; Sorensen & Mortersen, 2005), contudo nenhuma dessas estratégias foi capaz de

induzir a producéo de proteinas soluveis.

No presente trabalho foram testadas as condi¢des de variacao na temperatura, com
expressdo a 25 °C e 37 °C; reducdo da taxa de expressao, com expressao com e sem
inducdo por IPTG,; e utilizacdo de diferentes linhagens bacterianas, BL21 e Origami. Em

nenhuma das estratégias utilizadas foi possivel a formagao de proteinas soluveis.

Desse modo, tentou-se obter uma proteina soltvel a partir dos corpos de inclusao.
Vérias tentativas de solubilizacdo da toxina Ts1 recombinante com uma e duas copias em
tandem foram realizadas por Mendes (2007), dentre elas a solubilizacdo com 6M Uréia,
SDS 10%, 6M Tiocianato de Guanidina, Triton X-100 25%, Tween-20 25%, 4M NaOH,
3M de Acetato de sodio pH 5,2 e 1M de Tris HCI pH 4,0. Em nenhuma das tentativas se
obteve sucesso na solubilizacdo. Entdo neste trabalho foi testada a solubilizacdo da Ts1-
4 recombinante com dimetilsulfoxido (DMSO), um forte solvente aprético e polar, mas
nem mesmo 0 DMSO promoveu a solubilizagdo da Ts1-4, apos resolucéo eletroforética
toda proteina recombinante estava na fracdo insoltvel, assim como as proteinas
bacterianas. Dessa forma ndo havia como purificar de forma mais efetiva a toxina

recombinante das proteinas bacterianas.
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Em muitos trabalhos, a proteina recombinante solvel e muitas vezes funcional so
foi obtida ap6s um processo de re-enovelamento in vitro (Afzal et al., 2007; Medynski et
al., 2007; Warner et al., 2007). Porém, a otimizacao deste processo para uma dada espécie
de proteina envolve empenho muito grande com resultados irregulares que nem sempre
conduzem para processos Uteis para o fluxo conveniente de producdo de grandes
quantidades de proteina recombinante (Villaverde & Carrid, 2003). Além de ser um
processo de alto custo (Sorensen e Mortensen, 2005).

Harlow e Lane (1988) mostraram que os corpos de inclusdo podem ser utilizados
para a producdo de anticorpos e posteriormente, Vuillard e Freeman
(http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C08/C0O8Links/www.nwfsc.noaa.gov/protocols/inclusi
on.html) confirmaram este resultado. Nosso grupo também j& obteve sucesso em
imunizacdo com corpos de inclusdo (Mendes et al., 2008; Souza et. al., 2010; Lobato et.
al., 2010). Como a producdo de proteinas recombinantes neste trabalho tem essa

finalidade, decidiu-se utilizar os corpos de inclusdo para as imunizagoes.

Os corpos de inclusdo podem conter de 50 a 96% da proteina recombinante de
interesse. Eles podem conter proteinas de membrana e debris celulares que precipitam
juntamente com os corpos de inclusdo, mas também tem outras proteinas que sdo parte

integral dos agregados (Villaverde & Carrid, 2003).

No nosso caso, ndo havia muitas proteinas contaminantes junto com a proteina de
interesse, logo foram utilizados para os ensaios de imunizacdo em coelhos os corpos de
inclusdo com a toxina Ts1-4 recombinante, a toxina Ts1 nativa obtida pelo fracionamento

da peconha bruta e a prépria pegonha bruta de T. serrulatus.

Apos o ciclo de imunizagdo dos coelhos, o sangue foi coletado e o soro titulado
por ELISA, contra seu préprio antigeno. Os coelhos imunizados com peconha bruta e Ts1
nativa alcangaram titulo adequado com trés doses de 100 pg de imundgeno, mas os
coelhos imunizados com a toxina Ts1-4 recombinante s6 alcancaram titulo adequado com

aplicacdo de uma 5* dose com 400 ug de imunogeno.

Quando a reatividade dos soros foi testada contra os diferentes antigenos,
observou-se que 0s soros anti-peconha bruta e anti-Tsl nativa reconheciam os trés
antigenos — peconha bruta, Ts1 nativa e Ts1-4 recombinante, mas que o soro anti-Ts1-4

recombinante so foi capaz de reconhecer a toxina Ts1-4 recombinante. Entretanto quando
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foi avaliada a capacidade de neutralizacdo dos soros, o soro anti-Ts1-4 recombinante foi
capaz de neutralizar 100% de 2 DLsp da toxina nativa e 12,5% de 2 DLso da pegonha
bruta.

Outros trabalhos também demonstraram que apesar do titulo dos soros obtidos
estar baixo frente a peconha ou toxina usada para o desafio; os soros foram capazes de
neutralizar seus efeitos toxicos (Calderon-Aranda et al., 1995; Garcia et al., 2003).
Mendes et al. (2008) mostrou que apesar do baixo titulo dos soros dos coelhos imunizados
com a toxina recombinante Ts1-1 e Ts1-2 eles foram capazes de proteger in vivo, animais
desafiados com 1 e 2 DL50 da peconha de Tityus serrulatus. A protecdo observada em
camundondos poderia ser alcangada por anticorpos neutralizantes, mesmo que de baixa
afinidade, que reconhecem diretamente o sitio farmacolégico ativo da toxina, ou pelo
impedimento de interacdo produzido quando dois ou mais anticorpos ndo neutralizantes
se ligam a molécula da toxina, mesmo em um local ndo-farmacoldgico, tornando
impossivel para a toxina interagir com o seu alvo (Garcia et al., 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a toxina Ts1-4 recombinante
tem capacidade de gerar anticorpos que neutralizam as ac@es da toxina Ts1 nativa e, em

menor quantidade, da peconha bruta de Tityus serrulatus.

Como foi sugerido pela alta reatividade no ELISA, o soro anti-pegonha bruta foi
capaz de neutralizar 100% de 2 DLso da peconha e 87,5% de 2 DLso da toxina Ts1 nativa.
E o soro anti-Ts1 nativa foi capaz de proteger 100% de 2 DLso da toxina nativa e 25% de

2 DLso da peconha bruta.

Alguns pontos devem ser ponderados. A toxina Ts1 é apenas um componente da
peconha, sendo assim anticorpos feitos utilizando ela como imundgeno podem nao ser
capazes de um reconhecimento total da pegconha. Outro ponto relevante é que a proteina
recombinante utilizada para as imunizacfes nao estd completamente pura, sendo assim,
anticorpos contra as proteinas bacterianas contaminantes também véo ser produzidos.
Portanto, o soro vai ter uma propor¢cdo menor de anticorpos contra a proteina
recombinante, do que teria se ela estivesse pura, levando a um menor reconhecimento da
peconha de T. serrulatus pelos anticorpos anti-toxinas recombinantes do que o esperado.
Para solucionar este problema pode-se tentar a purificagdo do soro em coluna de afinidade

com a toxina nativa.
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Os resultados obtidos pela neutralizacdo com o soro anti-Ts1 nativa foram cruciais
para o entendimento da caracterizagdo imunoldgica dessa toxina em suas 3 formas
recombinantes (Ts1-1, Ts1-2 e Ts1-4). Foi observado neste trabalho que a o soro anti-Ts1
nativa é capaz de neutralizar 25% de 2 DLso da pegonha. Os resultados do trabalho com
as formas recombinantes de Mendes (2007), mostram que 0 soro produzido contra a
toxina Ts1-1 recombinante foi capaz de neutralizar 50% de 2 DLso da peconha e que 0
soro produzido contra a toxina Ts1-2 recombinante foi capaz de neutralizar 75% de 2
DLso da peconha. Os resultados do presente trabalho mostram que o soro produzido
contra a toxina recombinante Ts1-4 foi capaz de neutralizar apenas 12,5% de 2 DLso da

peconha.

Esses dados sugerem entdo que as formas recombinantes da toxina Ts1-1 e Ts1-2
foram mais efetivas na neutralizacdo dos efeitos tdxicos da peconha do que a propria
toxina nativa. Entretanto, sem testes em paralelo, varios pontos invalidam essa concluséo

e devem ser ponderados.

Primeiramente deve-se comparar a qualidade dos soros obtidos no trabalho de
Mendes (2007) e no presente trabalho. Comparando os soros anti-pegonha obtidos tem-
se que o soro obtido por Mendes (2007) foi capaz de neutralizar 5 DLsg da pe¢onha bruta
ja o soro obtido neste trabalho ndo foi capaz de alcancar tal protecdo. Analisando os
resultados dos soros anti-toxinas recombinantes temos que o soro anti-Tsl-2
recombinante obtido por Mendes (2007, 2008) foi capaz de proteger eficientemente 14
DLso da toxina Tsl nativa ja o soro anti-Ts1-4 obtido no presente trabalho n&o foi capaz
de neutralizar 5 DLsp da toxina Ts1 nativa. Logo pode-se concluir que, no geral, 0s soros
obtidos por Mendes (2007) apresentam melhor qualidade, maior especificidade a pegconha
bruta de T. serrulatus e a toxina Ts1 nativa, que os soros obtidos no presente trabalho. A
diferenca na qualidade dos soros pode estar relacionada a diferencas nos processos de

imunizacdo nos dois trabalhos.

Mendes (2007) utilizou para imunizagdo com peconha bruta ao todo 9 doses de
imunogeno, as 3 primeiras doses de 100 pg e as 6 préximas doses com 150 pg, em um
intervalo de 15 dias entre as doses. O titulo adequado do soro s6 foi alcangado apos a 62
dose, mesmo assim mais 3 doses extras de reforco ainda foram aplicadas. Foram
utilizados para essa imunizagdo hidroxido de aluminio nas 6 primeiras doses e adjuvante

incompleto de Freund’s nas 3 Ultimas doses. No presente trabalho foram necessarias
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apenas 3 doses de 100 pg de pegonha bruta para o alcance do titulo adequado do soro e
mais uma dose de reforco foi aplicada. As doses foram aplicadas em intervalos de 10 dias
com adjuvante de Freund’s completo na primeira dose e incompleto nas 3 proximas doses.
As diferencas na resposta imunolégica das imunizagdes com pegonha bruta podem estar
associadas a diferencas nos animais utilizados e até mesmo diferencas na peconha
utilizada, Mendes (2007) utilizou peconha estocada no laboratério e o presente trabalho
utilizou pegonha recém extraida para imunizagdo. Sabe-se que a composi¢do da peconha

pode ser alterada devido a sua estocagem a longo prazo.

No processo de imunizagdo com as toxinas recombinantes Mendes (2007) utilizou
7 doses de imunogeno (3 doses de 100 pg e 4 doses de 150 pg) em adjuvante de freund’s,
com intervalo de 15 dias. No presente trabalho foram utilizadas 5 doses de imundgeno,
em adjuvante de Freund’s, sendo as 4 primeiras com 100 pg e a ultima com 400 pg, o
intervalo entre as doses foi de 10 dias. Nos dois trabalhos o soro obtido foi utilizado para
soroneutralizacdo sem alcance do titulo adequado. Contudo, como as imunizagdes em
Mendes (2007) foram mais espacadas, com quantidade fixa de antigeno e com mais doses,
acredita-se que a especificidade do soro a toxina Tsl tenha sido maior que a do soro

obtido neste trabalho.

Para se afirmar que o soro produzido contra as toxinas recombinante é realmente
mais efetivo na neutralizacdo da peconha bruta que o soro contra a toxina nativa é
necessaria a repeticdo dos experimentos de imunizacdo e soroneutralizacdo com 0s
mesmos parametros, para que incognitas como diferenca de tempo entre os trabalhos,
forma de imunizagdo, composicao da peconha e diferencas na resposta dos animais néo

sejam téo evidentes.

Como perspectivas para este trabalho estdo a repeticdo dos experimentos de
imunizacdo e soroneutralizacdo, a determinacdo da estrutura tridimensional alcancada
pelas toxinas recombinantes, tentativa de remodelagem dessas toxinas, troca de vetores,
linhagens e sistemas de expresséo para se obter toxinas recombinantes com conformacao
mais proxima da nativa e descoberta de novos potenciais imundgenos na pegonha bruta
de T.serrulatus que podem ser utilizados na produgdo de um soro mais especifico e

eficiente contra o envenenamento causado por esta espécie.
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7 Conclusao

- A toxina Ts1 nativa foi purificada com éxito a partir da pegonha bruta do escorpiéo T.
serrulatus e bem caracterizada por eletroforese em gel SDS-PAGE e espectrometria de

massa;

- A construcdo da toxina recombinante Ts1-4 foi expressa com sucesso em sistema pET;

A proteina recombinante foi expressa de maneira insollivel em corpos de inclusdo, mas

elas podem ser usadas desta maneira para produzir anticorpos;

- A toxina Ts1 nativa produziu anticorpos neutralizantes capazes de proteger in vivo 25%

dos animais desafiados com 2 DLs da pegonha bruta de T. serrulatus

- A proteina recombinante produziu anticorpos neutralizantes que protegeram in vivo
100% dos animais desafiados com 2 DLso da toxina nativa e 12,5% dos animais

desafiados com 2 DLso da pegonha bruta de T. serrulatus;

- O avango mais importante obtido a partir deste trabalho foram as informagdes acerca da
capacidade de producéo de anticorpos neutralizantes da toxina Ts1 nativa, que ainda ndo

tinha sido estuda neste contexto;

- Os resultados promissores descritos neste trabalho reforcam a importancia da geracao

de novos imunogenos para producao de soro anti-escorpionico.
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8 Perspectivas

Como perspectivas para este trabalho estdo a repeticdo dos experimentos de imunizagéo
e soroneutralizacdo com a toxina Ts1 nativa e suas formas recombinantes (Ts1-1, Ts1-2
e Tsl-4);

- Purificagdo dos soros obtidos em coluna de afinidade e avaliacdo de seu potencial de

neutralizacdo

- Determinacgdo da estrutura tridimensional alcancada pelas toxinas recombinantes por

métodos como cristalografia de raio X;

- Tentativa de remodelagem das toxinas recombinantes, de forma que se aproximem da

conformacdo tridimensional da toxina nativa;

- Busca de novos potenciais imunogenos na pe¢onha bruta de T.serrulatus que podem ser
utilizados na producdo de um soro mais especifico e eficiente contra 0 envenenamento

causado por esta espécie.
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