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RESUMO

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer contém varios peptideos que
atuam em diferentes canais e receptores do sistema nervoso de insetos e
mamiferos. As toxinas Tx3-6 e Tx3-4 sdo bloqueadoras de canais de calcio
sensiveis a voltagem e possuem um grande potencial farmacolégico no tratamento
da dor e na neuroprotecdo. Como apenas pequenas quantidades de cada toxina
podem ser isoladas do veneno, testes farmacoldgicos e estruturais ficam restritos a
obtengcdo destes peptideos. Neste trabalho, nds testamos diferentes sistemas de
expressdo e purificacdo na tentativa de obtermos as toxinas Tx3-6 e Tx3-4
recombinantes funcionais e em grandes quantidades. A toxina Tx3-6 recombinante
expressa no vetor pBADmycHis em E. coli teve efeito analgésico comparavel a
toxina nativa no teste da formalina em ratos, porém, o rendimento da expressao foi
de apenas 0,3 mg/L de cultura. Cerca de 2 mg da mesma toxina foram obtidos no
sistema pE-SUMO (E. coli), mas a toxina n&o teve nenhum efeito no bloqueio de
glutamato em sinaptosomas corticais de camundongos. A Tx3-4 também foi
expressa no sistema SUMO, de onde foram obtidos cerca de 800 ug/L da toxina
recombinante soluvel e funcional e cerca de 3 mg/L da toxina insoluvel que foram
renaturados in vitro e renderam 2 mg funcionais. Expressdes nos sistemas pPICZ
(leveduras), pET (E. coli) e pBADHis (E. coli) foram insatisfatérias devido a baixos
rendimentos, expressdo em corpos de inclusdo e obtencdo das toxinas de forma
inativa. A caracterizagdo da estrutura secundaria da toxina Tx3-4 por dicroismo
circular revelou que a maior parte da sua estrutura apresenta um enovelamento
aleatdrio, mas que a toxina contém também estruturas em a-hélice e, em menor
quantidade, folhas . Este arranjo € semelhante ao observado para oxytoxinas do
veneno da aranha Oxyopes lineatus, que também sao bloqueadoras de canais de
calcio sensiveis a voltagem. Apesar da disponibilidade de inumeros sistemas de
expressao, a producao de proteinas recombinantes funcionais ainda € uma tarefa
dificil. A expressdo funcional das toxinas recombinantes Tx3-6 e Tx3-4 criaram
novas expectativas para futuros testes farmacoldgicos e analises estruturais e os
resultados obtidos com a renaturagao da toxina Tx3-4 abrem novos caminhos para a

obtencao de toxinas em larga escala.

Palavras chave: Phoneutria nigriventer. Expressao heterdloga. Toxinas. Tx3-4. Tx3-

6. Canais de calcio. Glutamato.



ABSTRACT

The venom of the spider Phoneutria nigriventer contains several peptides that
act on ion channels and receptors of the nervous system of insects and mammals.
The toxins Tx3-6 and Tx3-4 are voltage-gated calcium channel blockers and have
shown a pharmacological potential in the treatment of pain and in neuroprotection.
Only small amounts of these toxins can be purified from the venom and
pharmacological and structural tests depend on their availability. In this work, we
tested different expression and purification systems in order to identify the best
method of getting functional toxins Tx3-6 and Tx3-4 in large amounts. The
recombinant toxin Tx3-6 expressed in the vector pBADmycHis in E. coli was
functional, however, the expression yield was only 0,3 mg/L of culture. Two miligrams
of Tx3-6 was obtained using the SUMO system (E. coli) but the recombinant toxin
was not functional. The Tx3-4 was also expressed in the SUMO system and
approximately 800 ug/L of a soluble functional recombinant toxin was produced.
Three miligrams of insoluble Tx3-4 was also purified by the SUMO system and after
refolding in vitro, we got 2 mg/L of a functional toxin. Expressions carried in the
systems pPICZ (yeast), pET (E. coli) and pBADHis (E. coli) were unsuccessful due to
low yield, expression as inclusion bodies and production of inative toxins. The
secondary structural caracterization of the recombinant toxin Tx3-4 by circular
dichroism revealed that the peptide is mainly arranged in random coil but it has some
a-helices and, in a lower percentage, B-sheet structures are also present. This
structure is similar to that described for the oxytoxins from the venom of the spider
Oxyopes lineatus, which are also voltage-gated calcium channel blockers. Despite
the availability of numerous gene fusion systems, recombinant protein expression in
Escherichia coli remains difficult. The functional expression of the toxins Tx3-6 and
Tx3-4 created new expectations for further pharmacological and structural analysis
and the results obtained from the refolding of the Tx3-4 opened new pathways for the

production of these toxins in large scale.

Key words: Phoneutria nigriventer. Heterologous expression. Toxins. Tx3-4. Tx3-6.

Calcium channels. Glutamate.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Aranha Phoneutria nigriventer

Figura 2: Desenho esquematico das subunidades formadoras dos canais de
calcio

Figura 3: Sequéncia do cDNA que codifica a toxina Tx3-6

Figura 4: Comparagao da sequéncia primaria da toxina Tx3-6 com outros
peptideos purificados de veneno de aranhas

Figura 5: Sequéncia do cDNA que codifica a toxina Tx3-4

Figura 6: Comparagéo da sequéncia primaria da toxina Tx3-4 com outros
peptideos purificados de veneno de aranhas

Figura 7: Esquema da reagao de PCR que gerou o cDNA que codifica a toxina
Tx3-4

Figura 8: Insercao do plasmideo pPICZ ao DNA gendmico da Pichia.

Figura 9: Etapas de clonagem do cDNA da toxina Tx3-6 no vetor pPICZC
Figura 10: Construgao Tx3-6pPICZ

Figura 11: Analise da expressao e purificagao da proteina Tx3-6 expressa em
Pichia pastoris

Figura 12: Construgao Tx3-4pET

Figura 13: Analise da solubilidade da toxina Tx3-4 expressa em E. coli
utilizando-se o vetor pET

Figura 14: Constru¢ao Tx3-6pBADHis

Figura 15: Piloto da expressao da toxina Tx3-6PPHis em fungéo da
concentracédo de L-arabinose

Figura 16: Analise da expresséo e purificagdo da toxina Tx3-6 expressa em E.
coli (vetor pBADHis B)

Figura 17: Construgao Tx3-4pBADHis

Figura 18: Analise da purificagdo da toxina Tx3-4 expressa em E. coli (vetor
pBADHis)

Figura 19: Digestédo da proteina de fuséo

Figura 20: Ensaio biolégico da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli
(vetor pBADHis)

Figura 21: Construgao Tx3-6pBADmycHis

22
27

29
30

35
36

46

49

65

66

70

72
73

75
78

79

82
83

84
85

87



Figura 22: Analise da expresséo e purificagdo da toxina Tx3-6 expressa em E.
coli (vetor pBADmycHis)

Figura 23: Efeito do tratamento com as toxinas Tx3-6 nativa e recombinante
(vetor pBADmycHis) na fase inflamatdria do teste da formalina em ratos.
Figura 24: Construgao Tx3-6pESUMO

Figura 25: Andlise da expresséo e purificagdo da toxina Tx3-6 expressa em E.
coli (vetor pE-SUMO)

Figura 26: Digestéo e purificacado da toxina Tx3-6 recombinante

Figura 27: Espectros de dicroismo circular das toxinas Tx3-6 nativa e
recombinante

Figura 28: Ensaio biolégico da toxina recombinante Tx3-6 expressa em E. coli
(vetor pE-SUMO)

Figura 29: Construgao Tx3-4pESUMO

Figura 30: Solubilidade da toxina recombinante Tx3-4SUMO

Figura 31: Analise da expresséo, purificagao e digestado da toxina recombinante
Tx3-4SUMO

Figura 32: Purificacao da toxina Tx3-4 madura apos digestao

Figura 33: Purificacao da toxina recombinante Tx3-4

Figura 34: Efeito biolégico da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli
(vetor pESUMO) no aumento da concentragdo de Ca** intrasinaptosomal
Figura 35: Efeito biolégico da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli
(vetor pESUMO) na liberagao de glutamato

Figura 36: Digestéo e purificagdo da toxina recombinante Tx3-4SUMO obtida
sob condicbes desnaturantes

Figura 37: Analise do teste piloto de renaturacao

Figura 38: Renaturagéo da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli
(vetor pE-SUMO)

Figura 39: Efeito biolégico da toxina recombinante renaturada Tx3-4 expressa
em E. coli (vetor pPESUMO) na liberacao de glutamato

Figura 40: Espectro de dicroismo circular da toxina Tx3-4 renaturada

Figura 41: Expressao da toxina Tx3-4SUMO em meio restritivo M9

89

91

94
95

96
97

98

100

101

105

106

107

109

110

111

113
115

117

119
121



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Bactérias e leveduras utilizadas neste trabalho

Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR e
sequenciamento nas clonagens da toxina Tx3-6
Tabela 3: Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reac¢des de PCR e
sequenciamento nas clonagens da toxina Tx3-4

Tabela 4: Programa utilizado na purificagdo em coluna Vydac C8 analitica
Tabela 5: Programa utilizado na purificagdo em coluna Vydac C8 preparativa
Tabela 6: Composi¢ao dos tampdes de renaturagao

Tabela 7: Triagem das condi¢des de renaturagcdo baseada na concentracido do
agente desnaturante e condicdes oxidantes

Tabela 8: Purificagéo da toxina Tx3-4 recombinante soluvel (vetor pE-SUMO)
Tabela 9: Purificacao da toxina Tx3-4 recombinante dos corpos de inclusio
(vetor pE-SUMO)

Tabela 10: Resumo das expressoées e purificagdes das toxinas Tx3-6 e Tx3-4

recombinantes

39
44

45

57
57
60
60

108
116

136



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg: microgramas

MM: micromolar

°C: graus centigrado

ACN: acetonitrila

cDNA: acido desoxirribonucléico complementar
dNTPs: desoxirribonucleotideos fosfatados
DOeoo: densidade 6ptica medida a 600 nm
DRG: géanglio da raiz dorsal

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilenodiamino tetracético
EGTA Etilenoglicol-bis-B-aminoetil éster
FURA -2AM: Fura-2-acetoximetiléster

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada

HPLC: High pressure liquid chromatography
ICs0: concentragao do inibidor que exibe a metade do efeito inibitério maximo
i.c.: intra cérebro

IgG: imunoglobulina G

IP3: inositol trifosfato

IPTG: isopropil-tio-B-D-galactosideo

kb: quilobase

kDa: kilodaltons

KCI: cloreto de potassio

KRH Krebs-Ringer-Hepes

LB: Luria-Bertani

M: molar

mA: miliamper

MD: meio minimo de glicose

MgCl,: cloreto de magnésio

MGY: meio minimo de glicerol

mL: mililitro



MM: meio minimo de metanol

mM: milimolar

nM: nanomolar

nm: nanometros

NMDA: N-methyl D-aspartate

pb: pares de bases

PBS: tampao fosfato salina

PCR: reagdo em cadeia da polimerase

PhM: fragdo n&o téxica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
PhTx1: fragéo téxica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
PhTx2: fragcao téxica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
PhTx3: fragao toxica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
PhTx4: fragéo insetotéxica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
TFA: acido trifluoracetico

V: volts



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 As aranhas do género Phoneutria

1.1.2 O veneno da Phoneutria

1.3 Canais de calcio sensiveis a voltagem

1.3.1 Canais de calcio sensiveis a voltagem do tipo N e a dor
1.4 A toxina Tx3-6

1.4.1 A toxina Tx3-6 como agente antinociceptivo

1.5 Calcio, glutamato e a morte neuronal

1.6 A toxina Tx3-4

1.6.1 A toxina Tx3-4 como agente neuroprotetor

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

2.2 Objetivos especificos

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Hospedeiros e vetores

3.2 Meios de cultivo

3.3 Construcédo dos plasmideos recombinantes

3.3.1 Clonagem do fragmento de cDNA que codifica a toxina Tx3-6
madura no vetor pPICZ

3.3.2 Clonagem do fragmento de cDNA que codifica a toxina Tx3-4
madura no vetor pET

3.3.3 Clonagem dos fragmentos de cDNA que codificam as toxinas Tx3-6
e Tx3-4 no vetor pBADHis

3.3.3.1 Tx3-6

3.3.3.2 Tx3-4

3.3.4 Clonagem do fragmento de cDNA que codifica a toxina Tx3-6

19

19
20
24
25
28
31
31
32
33

37

37
37

38

38
38
40
40

41

41
42
42



madura no vetor pPBADmycHis
3.3.5 Clonagem dos fragmentos de cDNA que codificam as toxinas Tx3-6
e Tx3-4 maduras no vetor pe-SUMO

3.4 Expresséo e purificagdo das toxinas recombinantes
3.4.1 Expresséao e purificagdo da toxina recombinante Tx3-6 em levedura
Pichia pastoris (vetor pPICZ)

3.4.1.1 Transformacdo em Pichia e confirmacao do fendtipo

3.4.1.2 Expressdo em larga escala e purificacao

3.4.2 Expresséo e purificagdo da toxina Tx3-4 em E. coli BL21 (DES3) (vetor
PET)

3.4.3 Expresséao e purificagcdo das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 em E. Coli
(TOP10) (vetores pBADHis e pBADmycHis)

3.4.3.1 Tx3-6

3.4.3.1.1 Purificagao da toxina recombinante Tx36PPHis (vetor pBADHis)

3.4.3.1.2 Purificagao da toxina recombinante Tx3-6mycHis (vetor
pBADmycHis)

3.4.3.2 Tx3-4

3.4.4 Expresséo e purificagdo das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 em E. Coli
(ORIGAMI) (vetor pESUMO)

3.4.4.1 Purificacdo sob condicdes nativas

3.4.4.2 Purificacdo sob condicdes desnaturantes

3.5 Renaturacéo da toxina Tx3-4
3.6 Western blotting

3.7 Testes de atividade

3.7.1 Teste da formalina

3.7.2 Medida de célcio e liberagao de glutamato em sinaptosomas
corticais de camundongos

3.7.2.1 Medida da concentracdo de calcio intrasinaptosomal

3.7.2.2 Liberacdo de glutamato

3.8 Analise estatistica

3.9 Dicroismo circular

43

47
47

a7
50

51

51
52
52

53
54

54
55
58
58
59
59
61

61
62
62
62



3.10 Expresséao da toxina Tx3-4SUMO em meio restritivo M9 para analises

estruturais

4 RESULTADOS

4.1 Clonagem, expressédo e purificagdo da toxina Tx3-6 em Pichia pastoris
(vetor pPICZ)

4.1.1 Clonagem

4.1.2 Expresséao, purificacao e andlise da toxina Tx36 (vetor pPICZ)

4.2 Clonagem, expressao e purificacdo da toxina Tx3-4 em E. coli BL21
(DE3) (vetor pET-45b (+))

4.2.1 Clonagem

4.2.2 Expressao da toxina Tx3-4 (vetor pET-45b (+))

4.3 Clonagem, expressao e purificagdo da toxina Tx3-6 em E. coli TOP10
(vetor pBADHis)

4.3.1 Clonagem

4.3.2 Expresséao, purificacdo e andlise da proteina Tx36PPHis (vetor
pBADHis)

4.4 Clonagem, expressao, purificacdo e analise da toxina Tx3-4 em E. coli
TOP10 (vetor pBADHis)

4.4.1 Clonagem

4.4.2 Expressao, purificacdo e analise da toxina Tx3-4 (vetor pBADHiIs)

4.4.2.1 Liberacao de glutamato

4.5 Clonagem, expressédo e purificagdo da toxina Tx3-6 em E. coli TOP10
(vetor pPBADmMycHis)
4.5.1 Clonagem

4.5.2 Expresséao, purificacdo e andlise da proteina Tx36mycHis (vetor
pBADmMycHis)

4.5.3 Teste de atividade da toxina Tx36 (vetor pBADmycHis)

4.6 Clonagem, expressao e purificacado da toxina Tx3-6 em E. coli
ORIGAMI (vetor pE-SUMO)

63

64

64
67
71

71
71
74

74
76

80

80

81
86

86

90
92



4.6.1 Clonagem
4.6.2 Expressao e purificacdo da toxina Tx3-6 (vetor pE-SUMO)

4.6.2.1 Dicroismo circular

4.6.2.2 Liberacado de glutamato

4.7 Clonagem, expressdo e purificacéo da toxina Tx3-4 em E. coli
ORIGAMI (vetor pE-SUMO)
4.7.1 Clonagem

4.7.2 Expresséo, purificagdo e anélise da toxina Tx3-4-SUMO

4.7.2.1 Purificacdo sob condicdes nativas

4.7.2.1.1 Medicao de calcio intrasinaptosomal
4.7.2.1.2 Liberagao de glutamato

4.7.2.2 Purificacdo sob condicdes desnaturantes

4.7.2.3 Renaturacdo e analise da toxina recombinante renaturada

4.7.2.3.1 Experimento piloto de renaturacao
4.7.2.3.2 Renaturagao da toxina recombinante Tx3-4
4.7.2.3.3 Liberagao de glutamato

4.7.2.3.4 Dicroismo circular

4.8 Expresséo da toxina Tx3-4SUMO em meio restritivo M9

5 DISCUSSAO

5.1 Expressédo em Pichia pastoris (vetor pPICZ)
5.2 Expressédo em Escherichia coli

5.2.1 Vetor pET

5.2.2 Vetor pBADHis

5.2.2.1 Tx3-6

5.2.2.2 Tx34

5.2.3 Vetor pBADmycHis

5.2.4 Vetor pE-SUMO

92
92
93
93
99

99

99

102
102
103
103
112
112
114
114
118
120

122

123
124
124
126
126
127
128
129



5.2.4.1 Tx3-6
5.2.4.2 Tx3-4

5.3 Consideragdes gerais

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

130
131
134

137



19

1 INTRODUCAO

Animais venenosos produzem uma grande riqueza de peptideos e proteinas
toxicas em seus venenos. Grande parte destas toxinas sao potentes bloqueadores e
moduladores de canais ibnicos e, portanto, ferramentas farmacolégicas valiosas.
Toxinas animais sao encontradas e isoladas predominantemente de caramujos
marinhos, aranhas, escorpides, cobras e alguns insetos (Norton and McDonough
2008).

As aranhas sdo o maior grupo de animais peconhentos, contando com mais
de 40.000 espécies ja descritas. Inumeras toxinas isoladas destes animais véem
sendo utilizadas no estudo de canais ibnicos e receptores do sistema nervoso de
insetos e mamiferos (Wood, Miljenovic et al. 2009). As principais aranhas de
interesse médico no Brasil pertencem aos géneros Phoneutria, Loxosceles e
Latrodectus (Lucas 1988), responsaveis por casos de envenonamento severo
(Escoubas, Diochot et al. 2000).

1.1 As aranhas do género Phoneutria

As aranhas do género Phoneutria sdo conhecidas popularmente como
“aranhas da bananeira”, por serem encontradas frequentemente em cachos de
bananas, ou “aranhas armadeiras”, devido a posicdo de ataque que assumem
erguendo suas patas dianteiras (Lucas 1988). Podem alcangar de 3 a 4 cm de corpo
e 15 cm de envergadura de pernas (Figura 1a e b) (Brasil 1998).

As aranhas do género Phoneutria apresentam habitos noturnos, sao
solitarias, cagadoras, dominam suas presas pelo veneno e ndo constroem teias.
Durante o dia, ficam escondidas e chegam a entrar em casas podendo causar
acidentes (Lucas 1992). Os primeiros acidentes relatados para o género datam da
década de 20, sendo atribuidos casos de envenenamento neurotéxico.

No quadro clinico causado pela picada da aranha predominam as
manifestagbes locais. A dor é imediata e intensa podendo irradiar até a raiz do
membro afetado. Criangas podem desenvolver um choque neurogénico
caracterizado por sudorese, agitagao, salivagao, priapismo e morte (Lucas, 1988;

Brasil, 1998). A espécie P. nigriventer (Keyserling 1891) ocorre em Minas Gerais,
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Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do

Sul e é considerada a principal espécie em termos epidemiolégicos.

1.1.2 O veneno da Phoneutria

As aranhas usam o seu veneno para paralisar ou matar sua presa, atuar na
pré-digestdo do alimento e participar do mecanismo de defesa contra predadores
(Rash and Hodgson 2002). O veneno das aranhas fornece uma gama de proteinas
bioativas, como as neurotoxinas, que atuam nos canais ibnicos e receptores do
sistema neuromuscular de insetos e mamiferos. Os principais constituintes do
veneno das aranhas sao proteinas, polipeptideos e poliaminas neurotoxicas,
enzimas, acidos nucléicos, aminoacidos livres, monoaminas e sais inorganicos
(Rash and Hodgson 2002).

Algumas toxinas peptidicas isoladas do veneno de aranhas podem bloquear a
liberacdo de neurotransmissores afetando a exocitose de vesiculas pré-sinapticas,
resultando em paralisia flacida. Por outro lado, outras toxinas podem causar paralisia
excitatéria atuando na inducdo de uma despolarizagao celular excessiva através da
inibicdo da inativacédo de canais (Escoubas, Diochot et al. 2000).

O veneno da P. nigriventer apresenta neurotoxinas potentes que quando
injetadas via intracerebroventricular (i.c) em camundongos causam efeitos como
salivagao, lacrimejamento, priapismo, convulsdes, paralisia flacida e espastica e, em
alguns casos, a morte (Rezende Junior, Cordeiro et al. 1991).

Rezende e colaboradores (1991) purificaram do veneno de P. nigriventer, trés
fragcbes de neurotoxinas PhTx1, PhTx2 e PhTx3 que atuam sobre canais de sédio
neuronais, canais de sodio musculares e canais de calcio, além de uma fragao nao
neurotoxica (PhM) com atividade de contragdo em musculo liso. Um quarto grupo
PhTx4 com atividade inseto-toxica foi descrito posteriormente (Figueiredo, Garcia et
al. 1995). Além de neurotoxinas previamente descritas, foram purificadas duas
enzimas proteoliticas (PN 44 e PN 47) do tipo serinoproteases que aparentemente
estdo envolvidas no desenvolvimento de hiperalgesia e novas toxinas de massa
molecular (3,5 kDa e 4,0 kDa) e ainda toxinas atracotoxinas-like (7,0-8,5 kDa)
(Richardson, Pimenta et al. 2006).
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Fracdo PhTx1

A fragdo PhTx1 contém apenas uma neurotoxina (Tx1), que foi isolada do
veneno e teve toda a sua sequéncia primaria determinada em 1990 (Diniz, Cordeiro
et al. 1990). Esta toxina, injetada via intracerebroventricular (i.c.) em camundongos,
causa elevacdo da cauda, comportamento excitatério e paralisia espastica dos
membros posteriores (Rezende Junior, Cordeiro et al. 1991). Esta toxina age
bloqueando canais de sédio sensiveis a voltagem, competindo pelos mesmos sitios

que a u conotoxina (Martin-Moutot, Mansuelle et al. 2006).

Fragdo PhTx2

Quatro toxinas foram inicialmente purificadas da fragdo PhTx2 (Tx2-1, Tx2-5,
Tx2-6 e Tx2-9) e tiveram suas sequéncias completas determinadas (Cordeiro, Diniz
et al. 1992). Experimentos de Patch clamp mostraram que a fragdo PhTx2 prolonga
a inativacdo de canais de sodio, o que foi comprovado por Romano-Silva e
colaboradores (1993) (Araujo, Cordeiro et al. 1993). Eles mostraram que a fracao
PhTx2 atua em canais de sodio faciltando a entrada deste ion e,
consequentemente, através da despolarizagao da célula, favorece o influxo de calcio
e a liberagdo do neurotransmissor glutamato. Além disso, foi mostrado que esta
fracdo atua também na liberagdo do neurotransmissor acetilcolina (Moura, Prado et
al. 1998). Deste grupo, a toxina Tx2-6 tem recebido atengdo especial por causar
priapismo e tem sido estudada como um novo agente farmacoldgico no tratamento
de disfuncao erétil (Nunes, Costa-Goncalves et al. 2008; Villanova, Andrade et al.
20009).
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b)

Figura 1. Aranha Phoneutria nigriventer. a) Aranha armadeira em posi¢cdo de ataque. b) Aranha

armadeira encontrada em bananas.
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Fracdo PhTx3

A fragcdo PhTx3 causa paralisia flacida em roedores devido a sua agao
inibitéria na liberagao de neurotransmissores (Rezende Junior, Cordeiro et al. 1991;
Gomez, Kalapothakis et al. 2002). Cordeiro e colaboradores (1993) separaram esta
fracdo através de cromatografia de fase reversa (HPLC) e cromatografia de troca
ibnica (HPLC) em seis componentes polipeptidicos (Tx3-1 a Tx3-6) que
apresentaram diferentes efeitos neurotéxicos em camundongos. Em uma dose de 5
pMg/camundongo, injetada via i.c., os peptideos Tx3-3 e Tx3-4 se mostraram os mais
toxicos, causando uma rapida paralisia flacida geral e morte em 10-30 minutos. A
administracdo de Tx3-2 causou imediatamente o sintoma de giro no sentido horario
e paralisia flacida apds 6 horas. Tx3-1, Tx3-5 e Tx3-6 induziram paralisia apenas nos
membros posteriores e perda gradual dos movimentos e agresséo durante 24 horas.

Estudos mais detalhados mostraram que a toxina Tx3-1 (também chamada de
PhKv) bloqueia correntes de potassio do tipo A, sendo recentemente demonstrado
seu efeito antiarritimico em coragdes isolados de ratos (Kushmerick, Kalapothakis et
al. 1999; Almeida, Andrade et al. 2011).

A toxina Tx3-2, apesar de nao interferir na liberacdo de glutamato (Prado et
al., 1996), possui um efeito de inibigdo em canais de calcio do tipo L, aparentemente
em musculos cardiacos e esqueléticos (Kalaphotakis et al., 1998 a,b).

As toxinas Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6 atuam bloqueando canais de calcio sensiveis
a voltagem inibindo o influxo de calcio intracelular em sinaptosomas corticais de
ratos despolarizados com KCI (Prado, Guatimosim et al. 1996; Miranda, Romano-
Silva et al. 1998; Gomez, Kalapothakis et al. 2002; Vieira, Kushmerick et al. 2003).

Fragdo PhTx4

A fracdo PhTx4 apresentou efeito de inibigdo da captagdo de glutamato em
sinaptosomas corticais de ratos de maneira dose-dependente (Mafra, Figueiredo et
al. 1999).

A toxina Tx4(6-1) foi isolada e sequenciada a partir desta fracdo e nao
demonstrou toxicidade em camundongos apesar de se mostrar altamente toxica
para insetos (Figueiredo, Garcia et al. 1995). Mais tarde foi revelado que esta

toxicidade inseto-especifica € devida a uma agdo em canais de sédio sensiveis a
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voltagem de insetos, prolongando a ativagao deste canais e aumentando a liberagéo
de glutamato (de Lima, Stankiewicz et al. 2002). As toxinas PnTx4-3 e PnTx4 (5-5)
também foram isoladas da fragdo PhTx4 e possuem a agao de inibir a captagédo de
glutamato em sinaptosomas e inibir reversivelmente receptores NMDA,

respectivamente (Figueiredo et al. 2001; Oliveira et al. 2003).

1.3 Canais de calcio sensiveis a voltagem

Canais ibnicos sado proteinas da membrana plasmatica que conectam o
exterior das células e o citosol através da formagao de poros de alta seletividade que
abrem e fecham. S&o responsaveis pelo transporte de ions como Na*, K*, Ca* e CI’
que se difundem rapidamente de maneira passiva através da bicamada lipidica em
fungéo do gradiente eletroquimico (Alberts 2002).

Canais de calcio sensiveis a voltagem respondem ao potencial elétrico ao
longo da membrana em que se encontram, fazendo a conexdo entre a sinalizagéo
elétrica e bioquimica da célula (Berg 2004; Norton and McDonough 2008). Eles
controlam o influxo de calcio e regulam processos intracelulares como contracao,
secrecao, neurotransmissdo e expressao génica. O aumento da concentracdo de
célcio livre em terminais nervosos pré-sinapticos ativa a exocitose de vesiculas
contendo neurotransmissores (Heinke, Balzer et al. 2004; Sudhof 2004; Catterall,
Perez-Reyes et al. 2005; Evans and Zamponi 2006; Yaksh 2006; Hess, Jen et al.
2010).

Os canais de calcio sao proteinas complexas compostas por quatro ou cinco
subunidades codificadas por multiplos genes. A subunidade a € a maior e, além de
formar o poro condutor, acredita-se que sozinha, seja suficiente para o
funcionamento do canal. Esta subunidade é organizada em quatro dominios
homoélogos (I-IV), sendo que cada dominio apresenta seis segmentos
transmembranares (S1-S6). Os canais de calcio sensiveis a voltagem sao formados
também pelas subunidades auxiliares B, a20 e em alguns casos, y (Figura 2)
(Catterall, Perez-Reyes et al. 2005; Hess, Jen et al. 2010).

Os canais de calcio sensiveis a voltagem foram classificados nos tipos L, N,
P, Q, R e T baseando-se nas propriedades biofisicas e farmacoldgicas das correntes
de calcio em diferentes tipos celulares. A principal diferenca entre os canais é a

natureza da subunidade formadora do poro a4. Existem trés familias de subunidade
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a: Cay1 (L), Ca,2 (N, P/Q e R) e Ca,3 (T) (Figura 2) (Evans and Zamponi 2006).

1.3.1 Canais de calcio sensiveis a voltagem do tipo N e a dor

A familia Ca,2 (Ca,2.1, Ca,2.2 e Ca,2.3) inclui canais contendo as
subunidades a1a, a1g € Qe relacionadas as correntes P/Q, N e R respectivamente. O
canal que possui a subunidade a4 do tipo Ca,2.2 pode ser chamado de canal de
calcio sensivel a voltagem a4B ou do tipo N.

Estes canais (do tipo N) sdo encontrados em neurénios ganglionares da raiz
dorsal (DRG), neurdnios simpaticos e outras células do sistema nervoso central e
periférico de mamiferos (Snutch 2005). Eles apresentam uma alta expressdo no
corno dorsal da medula espinhal nas laminas | e Il, onde ocorrem sinapses das
fibras aferentes primarias nociceptivas (Yaksh 2006).

Canais do tipo N participam, portanto, do caminho ascendente da dor, sendo
regulados na medula espinhal através da subunidade auxiliar a,6 em estagios de dor
cronica (Lewis and Garcia 2003). Camundongos knockout para o gene que codifica
a subunidade a4B sdo menos sensiveis a dor neuropatica e inflamatdria (Altier and
Zamponi 2004).

Estimulos mecanicos, elétricos, térmicos e quimicos ativam nociceptores
iniciando sinais que sao transmitidos primeiramente pelas fibras aferentes C e AJ,
passando pelos neurbnios DRGs e sendo projetados até estruturas do Sistema
Nervoso Central, como o talamo, para serem processados. A transmissao sinaptica
através dos DRGs depende crucialmente de canais de calcio que regulam a
liberagdo de neurotransmissores (Altier and Zamponi 2004; Hess, Jen et al. 2010).

Bloqueadores de canais do tipo N inibem a liberacdo de neuropeptideos
relacionados com a dor como, por exemplo, a substancia P e neurotransmissores
excitatorios como o glutamato (Lee, Kim et al. 2010). Estes canais sao inibidos por
agonistas de receptores mu opidides como a morfina, um potente analgésico.
Inibidores de canais de célcio sensiveis a voltagem que interagem especificamente
com subunidades auxiliares relacionadas a transmissdo ascendente da dor podem
produzir analgesia com poucos efeitos colaterais (Lewis and Garcia 2003). Estes
canais sao, portanto, possiveis alvos para terapias no tratamento da dor.

Farmacologicamente, os canais do tipo N sado inibidos por uma classe de

toxinas peptidicas isoladas de um caramujo marinho do género Conus chamadas de
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w-conotoxinas. A w-conotoxina GVIA (o-CgTx) é um inibidor de canal N bastante
especifico, produzindo uma inibicdo completa e irreversivel das correntes do tipo N
em DRGs e neurbnios simpaticos e sensoriais em concentra¢gdes de 100nM a 1uM
(Snutch 2005).

A w-conotoxina MVIIA é um bloqueador de canais de calcio do tipo N e
apresenta um grande efeito antinociceptivo e neuroprotetor. Sua versado sintética
CTX MVIIA, Ziconotida (Prialt), foi aprovada nos Estados Unidos e Europa como
agente terapéutico no tratamento da dor severa e cronica (Xia, Chen et al. 2006). A
administragdo da Ziconotida é feita via intratecal e sua vantagem € que ela nao
causa dependéncia ou tolerdncia como no caso da morfina (Lee, Kim et al. 2010).
Porém, sua administracdo € acompanhada de sérios efeitos adversos como
tonturas, nauseas, confusdo mental, sonoléncia, perda de memodria, alucinacoes,
dentre outros sintomas (Penn and Paice 2000; Thompson, Dunbar et al. 2006). A
busca por novos bloqueadores de canais de calcio do tipo N vem acontecendo nos
ultimos anos na tentativa de se encontrar um agente terapéutico potente com a

mesma eficacia da Ziconotica , porém com menores ou nenhum efeito adverso.
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Ca,1.1 4
L Ca1,1 2
ca,1.3
Ca,1.4

P/Q Ca,2.1

N Ca,2.2 4
R Ca2.3

Ca3.1
Ca,3.2
Ca,3.3 \

Figura 2: Desenho esquemético das subunidades formadoras dos canais de célcio. Todos os
canais de calcio contém a subunidade formadora do poro a1, que determina suas principais
caracteristicas farmacologicas e biofisicas. Existem 3 familias de subunidades a1: Ca,1, Ca,2 e Ca,3,
sendo que cada uma apresenta diferentes subtipos. A subunidade a1 contém 4 dominios homélogos

(I-IV) e cada dominio consiste de 6 hélices transmembranares (Hess, Jen et al. 2010).
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1.4 A toxina Tx3-6

O cDNA que codifica a toxina Tx3-6 foi obtido a partir de uma biblioteca de
cDNA da glandula de veneno da aranha e codifica um peptideo precursor de 90
aminoacidos, sendo que 21 residuos formam o peptideo sinal, 14 formam o pré-
peptideo e 55 formam a toxina madura (Cardoso, Pacifico et al. 2003). Esta estrutura
de peptideo precursor é bastante comum entre toxinas de aranhas e é um indicativo
de que as toxinas passam por modificagcdes pds-traducionais que requerem no
minimo duas ou trés clivagens proteoliticas (Santos, Imperial et al. 1992;
Kalapothakis, Penaforte et al. 1998; Kalapothakis, Penaforte et al. 1998). A dedugao
da sequéncia primaria da toxina madura foi obtida obtida por Cordeiro e
colaboradores (1993) através de sequenciamento automatico de peptideos (Figura
3). Dos 55 aminoacidos que compdem a toxina Tx3-6, 12 s&o cisteinas, sugerindo
um arranjo de 6 pontes dissulfeto. Seu peso molecular € de aproximadamente 6.045
daltons e seu ponto isoelétrico 9,33. A estrutura primaria da toxina Tx3-6 apresenta
homologia com outros peptideos isolados de aranhas, incluindo peptideos
bloqueadores de canais de calcio dos tipos P/Q-, N- e L- (Figura 4).

O efeito da Tx3-6 foi testado em sinaptosomas corticais de ratos e a liberagao
de glutamato dependente de calcio foi abolida com uma ICs de 74,4 nM, mas nao
interferiu na liberacdo independente de Ca* (Vieira, Kushmerick et al. 2003).

Vieira e colaboradores (2005) demonstraram através da técnica de Patch
clamp que a toxina Tx3-6 apresenta uma maior especificidade para canais de calcio
do tipo N, bloqueando cerca de 95% a entrada de calcio em uma dose de 1 yM em
neuroblastomas N18. Foi observado ainda, que a toxina bloqueia parcialmente
canais de calcio dos tipos P/Q, L e R de maneira reversivel e com menor
intensidade, n&o afetando canais do tipo T nem em doses elevadas (Vieira,
Kushmerick et al. 2005). Com base nestes estudos, pode-se concluir que a toxina
Tx3-6 isolada do veneno da aranha Phoneutria nigriventer possui uma agao
semelhante as w-conotoxinas que atuam bloqueando canais de calcio sensiveis a
voltagem, apresentando uma maior especificidade aos canais da familia Ca,2 dos
tipos N, P/Q e R.



29

Peptideo sinal

57 ;aaatgtgctgtgttgtttctctcttcatcgctttggtgcatattttcgtagtagaagcé
MM G & YW N 8 LI R LI OB I OvHd 4 %N Y R A

~ Pré-peptideo . Toxina madura .

éaagaagaacctgattccgatgctttagtaccacaggagaghécttgcatccctcgtggﬁ
EE B P D 8 DA L V¥V P @ B R A& € I P R 6

gaaatttgcacagatgactgtgaatgctgcggctgtgacaaccaatgttattgccccccec
E I € T Pp D € EBE € ¢ @ € b N ¢ c¢c ¥ ¢ P P

gggtcctcgctcggaatctttaagtgctcgtgtgcacatgcaaataaatatttttgtaah
G 8 & L 6 I ¥ K @ 8 € A H A N K ¥ F € N

cgtaagaaggaaaaatgtaaaaag‘gcttagl 3
R K K E K ¢ K E A *

Figura 3: Sequéncia do cDNA que codifica o peptideo precursor da toxina Tx3-6. cDNA (em
preto) e os respectivos aminoacidos. Em verde, sequéncia do peptideo sinal. Em marrom, sequéncia

do pré-peptideo. Em azul, sequéncia da toxina madura.
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1.4.1 A toxina Tx3-6 como agente antinociceptivo

Como a toxina Tx3-6 € um potente bloqueador de canais de calcio do tipo N
existe a possibilidade deste peptideo, semelhantemente a conotoxina MVIIA, ser
usado como um agente antinociceptivo. Esta hipotese foi testada por Souza e
colaboradores (2008), que mostraram que esta toxina € um potente analgésico em
modelos de dor aguda e crénica, apresentando maior eficacia e duragao na inibigao
da dor térmica em ratos quando comparada a Ziconotida (MVIIA). Além disso, a Tx3-
6 mostrou-se mais potente que a Ziconotida tanto prevenindo quanto reparando a
dor inflamatéria induzida pela injecédo de formalina na pata do animal. Em relagéao
aos efeitos colaterais, Souza e colaboradores (2008) observaram que a Tx3-6
apresenta uma janela terapéutica bem mais ampla, causando efeitos adversos em

doses bem mais altas que as necessarias para induzir a analgesia.

1.5 Célcio, glutamato e a morte neuronal

Embora calcio seja vital para varios mecanismos fisioldgicos, o excesso deste
ion dentro das células pode gerar uma cascata de eventos de citotoxicidade e morte
celular (Choi 1988; Kristian and Siesjo 1998).

Glutamato, o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso de
mamiferos, tem também um poder neurotdxico (Szydlowska and Tymianski 2010).
Acredita-se que ap6s um processo isquémico, a hipersensibilidade causada pelo
grande acumulo de calcio intracelular e liberagcado de glutamato seja responsavel pela
morte neuronal (Szydlowska and Tymianski 2010). Glutamato pode pontecializar a
entrada de calcio nos neurdnios através de diferentes vias. Uma delas seria
diretamente via canais idnicos sensiveis a ligantes, como os receptores NMDA que
sdo altamente permeaveis a Ca?*. Uma segunda via seria através de canais de
calcio sensiveis a voltagem ativados por uma despolarizagdo da membrana causada
por glutamato. Existe ainda a entrada de calcio através da operagao reversa da
bomba de sédio-calcio devido ao actimulo de Na®* celular. Ca** pode ainda entrar na
célula através de um vazamento da membrana nao-especifico devido a um inchaco
celular causado pela exposicao toxica a glutamato. Por fim, estoques intracelulares

(como reticulo endoplasmatico) podem liberar célcio no citoplasma apds ativagéo de
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IP; por receptores metabotrdpicos ativados por glutamato (Choi 1988; Evans and
Zamponi 2006; Hess, Jen et al. 2010).

O acumulo de calcio intracelular ativa a liberagéo de glutamato em terminais
pré-sinapticos, que por sua vez, ativa receptores pos-sinapticos propagando a injuria
e morte neuronal. Portanto, existe uma intensa procura por antagonistas de canais
de calcio e receptores de glutamato na tentativa de encontrar e desenvolver novas
drogas neuroprotetoras (Kobayashi and Mori 1998; Duncan, Goad et al. 2010).

Algumas w-conotoxinas, potentes bloqueadores de canais de calcio sensiveis
a voltagem, ja foram testadas como agentes neuroprotetores. O peptideo sintético
SNX-111, que corresponde a conotoxina MVIIA, teve um grande efeito neuroprotetor
em modelos animais de isquemia global em até 24 horas apds o insulto (Valentino,
Newcomb et al. 1993; Yenari, Palmer et al. 1996; Perez-Pinzon, Yenari et al. 1997).
Este mesmo petideo demonstrou eficacia contra neurodegeneragao apés hipdxia em
cultura organotipica de hipocampo (Pringle, Benham et al. 1996).

Um outro peptideo proveniente dos caramujos do género Conus, CGX-1007,
um antagonista de receptores NMDA, teve efeito neuroprotetor em um modelo de

isquemia cerebral focal em ratos (Williams, Ling et al. 2002).

1.6 A toxina Tx3-4

Cardoso e colaboradores (2003) isolaram um clone da biblioteca de cDNA da
glandula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer com sequéncia quase idéntica
a w-Phonetoxina IIA descrita por Cassola e colaboradores (1998) e com 95% de
identidade com a por¢cdo N-terminal da toxina Tx3-4 sequenciada previamente
(Cordeiro, de Figueiredo et al. 1993). Este clone apresentou uma janela aberta de
leitura codificando um peptideo de 116 aminoacidos, sendo que 19 correspondem
ao peptideo sinal, 20 ao pré-peptideo, 76 a toxina madura e 1 residuo extra C-
terminal. Dos 76 residuos que correspondem a toxina madura, 14 sdo cisteinas e
possivelmente formam 7 pontes dissulfeto (Figura 5). Seu peso molecular é de
aproximadamente 8.376,6 daltons e seu Pl é de 8,79.

A estrutura primaria da toxina Tx3-4 apresenta homologia com outros
peptideos isolados de aranhas, incluindo peptideos bloqueadores de canais de

calcio sensiveis a voltagem (Figura 6).
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A Tx3-4 (ou w-Phonetoxina I1lIA) bloqueou a liberacdo de glutamato
dependente de Ca** em sinaptosomas corticais de ratos despolarizados por KCI
(Prado, Guatimosim et al. 1996). Concentragdes sub-nanomolares deste peptideo
tiveram efeito bloqueador em canais de calcio do tipo N de neurbnios ganglionares
do corno dorsal de ratos e em canais de calcio do tipo L, com menor afinidade
(Cassola, Jaffe et al. 1998). Foi demonstrado através de Patch clamp que a Tx3-4
bloqueia quase que irreversivelmente correntes dos tipos N e P/Q e parcialmente
correntes do tipo R, interagindo com sitios de ligagéo de w-conotoxinas (Dos Santos,
Van Renterghem et al. 2002). Além do efeito bloqueador na liberagdao de glutamato,
foi demonstrado que esta toxina bloqueia também a captagcdo deste
neurotransmissor, sugerindo uma atividade ndo apenas em canais de calcio, mas
em transportadores de glutamato (Reis, Prado et al. 1999; Reis, Gomez et al. 2000).

Foi demonstrado recentemente o efeito da toxina Tx3-4 na captacdo de
glutamato e na liberagao de glutamato induzida por capsaicina em sinaptosomas de
medula. A toxina Tx3-4 bloqueou a liberacdo de glutamato dependente e
independente de calcio, enquanto as w-conotoxinas MVIIA e MVIIC tiveram efeito
apenas na liberacdo de glutamato Ca2+-dependente. Além disso, apenas a toxina
Tx3-4 teve efeito na captacdo de glutamato, comprovando seu efeito em

transportadores deste neurotransmissor (Goncaves, Ferreira et al. 2010).
1.6.1 A toxina Tx3-4 como agente neuroprotetor

Pinheiro e colaboradores (2006) investigaram o efeito neuroprotetor da fragao
PhTx3 em fatias de hipocampo de ratos e células SN56 submetidas a isquemia por
privagdo de oxigénio e glicose e mostraram que a fracdo PhTx3 tem um efeito
neuroprotetor maior do que as w-conotoxinas GVIA e MVIIC, reduzindo a morte
celular em até 80% (Pinheiro, Gomez et al. 2006).

Posteriormente, os peptideos Tx3-3 e Tx3-4 reproduziram o efeito
neuroprotetor observado com a fragdo PhTx3 no mesmo modelo de isquemia, sendo
que a toxina Tx3-4 reduziu a morte celular em 86% mesmo no tratamento apos 1
hora do insulto isquémico (Pinheiro, da Silva et al. 2009). A Tx3-4 foi testada
também em um modelo de isquemia in vivo. O modelo utilizado foi o de isquemia
cerebral focal e transitoria de oclusao da artéria cerebral média. Imagens obtidas por

ressonancia magnética mostraram o efeito neuroprotetor da toxina quando injetada
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30 minutos e 2 horas apds o inicio da lesdo. A toxina Tx3-4 apresentou baixa
toxicidade e promoveu a neuroprotecao funcional e estrutural (Lima 2010).

Levando-se em consideragcdo as caracteristicas farmacolégicas das toxinas
Tx3-6 e Tx3-4, é€ interessante a continuidade de estudos que avaliam o potencial
desses peptideos como agentes terapéuticos. Para a realizagédo destes estudos s&o
necessarias grandes quantidades destas toxinas. A obtengdo em larga escala
através da extracao do veneno de aranhas e purificacdo em sistemas HPLC e FPLC
€ um processo bastante caro, demorado e dependente da disponibilidade destes
animais em aracnidarios. A sintese quimica de peptideos funcionais s6 seria
possivel apds a analise de suas estruturas terciarias e confirmagéo da posi¢ao das
suas pontes dissulfeto. Uma opcgéo possivel para a obtencdo em larga escala de
proteinas € a expressao heterdloga em bactérias ou leveduras.

Neste trabalho, n6s propomos a clonagem e expressao das toxinas Tx3-6 e
Tx3-4 em diferentes sistemas, assim como o desenvolvimento de métodos de
purificacdo, no intuito de obtermos grandes quantidades destas toxinas

recombinantes funcionais.
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Figura 5: Sequéncia do cDNA que codifica o peptideo precursor da toxina Tx3-4. cDNA (em
preto) e os respectivos aminoacidos. Em verde, sequéncia do peptideo sinal. Em marrom, sequéncia

do pré-peptideo. Em azul, sequéncia da toxina madura. Em vermelho, residuo extra C-terminal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter grandes quantidades das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 biologicamente ativas

para realizagao de testes estruturais e testes bioldgicos.

2.2 Objetivos especificos

e Optimizar a expressao das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 recombinantes de maneira a
produzir quantidades suficientes de toxinas para estudos funcionais e
estruturais.

e Testar a fungao das toxinas recombinantes em diferentes ensaios bioquimicos
e farmacoldgicos.

e Analisar a estrutura secundaria das toxinas através da técnica de dicroismo

circular.



38

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Hospedeiros e vetores

Os hospedeiros utilizados para clonagem e expressao neste trabalho estéo
listados na tabela 1.

Os vetores utilizados para clonagem e expressao das toxinas recombinantes
foram: pBADmycHis C, pBADHis B, pBADHis C e pPICZ C da Invitrogen, pET-45b
(+) da Novagen e pE-SUMO da LifeSensors. O vetor que codifica as proteinas
chaperonas GroEL e GroES co-expressas em alguns experimentos foi o pGro7 da
TAKARA.

3.2 Meios de cultivo

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura liquido Luria-Bertani (LB)
(1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl) e em meio sélido LB (adiciona-se
1,5% agar).As leveduras foram cultivadas em meio liquido YPD (1% extrato de
levedura, 2% peptona, 2% glicose), meio solido YPD (adiciona-se 2% agar), Meio
Minimo de Glicerol -MGY (1,34% YNB, 1% glicerol, 4 x 10° biotina), Meio Minimo de
Glicose - MD (1,34% YNB, 2% D-glicose, 4 x 10°° biotina) e Meio Minimo de Metanol-
MM (1,34% YNB, 0,5% metanol, 4 x 107 biotina). Os meios utilizados para o cultivo
da linhagem GS115 tiveram adigdo de 0,004% de histidina (MGYH, MDH e MMH).
O meio restritivo utilizado para a expressao foi o M9 (Na,HPO4 12,8 g/L; KH,PO4 3
g/L; NaCl 5 g/L; NH4CI 1 g/L; CaCl; 0,1mM; Mg,SO4 2mM; Glicose 0,4%; Biotina 10
mg/L; Tiamina 10 mg/L)



Tabela 1: Bactérias e leveduras utilizadas neste trabalho.

Hospedeiro

Linhagem

Genotipo

Escherichia coli

DH5a
(Invitrogen)

(p80dlacZAM15, recA1, endA1, gyrAB, thi-1,
hsdR17(rk-, mk+), SUpE44, relA1, deoR,
A(lacZYA-argF) U169, phoA)

Escherichia coli

TOP10
(Invitrogen)

(F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80/acZAM15
AlacX74 deoR recA1 araD139 A(araA-leu)7697
galU galK rpsL endA1 nupG)

(Invitrogen)

Escherichia coli BL21 (DE3) (F—, ompT, hsdSg(rg-, mg-), dcm, gal,
(Novagen) NDE3)

Escherichia coli ORIGAMI (A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
(Novagen) araD139 ahpC galE galK rpsL F'[lac* lacl® pro]

gor522::Tn10 trxB (KanR, StrR, TetR)

Pichia pastoris X-33 Selvagem
(Invitrogen)

Pichia pastoris GS115 (his4 His-)

Pichia pastoris

KM71H

(Invitrogen)

(arg4 aox1::ARG4)

39
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3.3 Construcédo dos plasmideos recombinantes

3.3.1 Clonagem do fragmento de cDNA que codifica a toxina Tx3-6 madura no
vetor pPICZ

O vetor pPICZ C foi o vetor utilizado para a expressao em leveduras. O cDNA
que codifica a toxina Tx3-6 foi obtido através da técnica de PCR utilizando-se como
molde, uma mistura de cDNAs preparados a partir da glandula de veneno da aranha
Phoneutria nigriventer. Os iniciadores YeastT36F e YeastT36R (Tabela 2) foram
sintetizados apresentando uma parte da sequéncia codificadora para a toxina, sitios
de restricdo, sitio para clivagem por Fator Xa e parte da sequéncia consenso para
expressao em leveduras (A/YAA/TAATGTCT). A reacao de amplificagao continha 50
ng de DNA molde, 1 uM de cada iniciador, 250 uM de cada desoxirribonucleotideo
fosfatado (ANTPs), 10 mM MgCl,, 2,5 uL de tampéo 10X e duas unidades da enzima
Taq. polimerase (Promega). As condicbes de amplificagdo consistiram em um
periodo de desnaturagao inicial a 94° C por 5 minutos seguido de quarenta ciclos.
Cada ciclo apresentava um periodo de desnaturacdo do DNA a 94° C por 45
segundos, anelamento dos primers a 55° C por 45 segundos e extensdao da nova
molécula a 72° C por 45 segundos. Por fim, um periodo final de extensdo a 72° C
por 5 minutos e estoque a 4°C. O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1,5% em tampao TAE (Tris-acetato 40 mmol/L pH 8,0 e EDTA 1
mmol/L pH 8,0), corado com brometo de etidio e purificado do gel utilizando-se o kit
de extragdo em gel QlAquick™ Gel Extraction kit (Qiagen). O DNA foi entéo digerido
com as enzimas Eco Rl e Xho | (Invitrogen) e clonado no vetor pPICZ C (Figura
11a).

Bactérias E. coli (TOP10) eletrocompetentes foram transformadas com o
plasmideo Tx36pPICZ em eletroporador (BioRad) e plaqueadas em meio LB agar
contendo 25 ug/mL do antibidtico zeocin. A fim de se confirmar a presencga do
inserto, foram realizados PCR de coldnias (utilizando-se os primers YeastT36F e
YeastT36R) e analise de restricdo. Para a analise de restricdo, o plasmideo foi
purificado através do kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) e digerido com as enzimas
de restricdo Eco Rl e Xho |. A presenga do inserto foi verificada através de

eletroforese em gel de agarose 1%. Foi realizado o sequenciamento automatico do
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DNA utilizando-se o Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction

(Applied Biosystems) para confirmacao da sequéncia do inserto.

3.3.2 Clonagem do fragmento de cDNA que codifica a toxina Tx3-4 madura no

vetor pET

Quatro oligonucleotideos (TX34A53, TX34A35, TX34B53 e TX34B35) (Tabela
3) foram utilizados como molde na reagdo de PCR que produziu o cDNA codificador
para a toxina Tx3-4 (Figura 7). Estes oligonucleotideos foram construidos utilizando-
se os codons preferenciais da bactéria Escherichia coli (Grantham, Gautier et al.
1981). Outros dois oligonucleotideos (Tx34PSTIF e Tx34XHOIR) (Tabela 3) foram
usados como iniciadores da reacao e adicionaram a regido N-terminal do cDNA, um
sitio para a enzima de restricdo Pst | e para clivagem por Fator Xa e a regido C-
terminal, um sitio para a enzima Xho | e um cédon de parada.

A reagédo de amplificagdo continha 1 nM de cada oligonucleotideo molde, 1
uM de cada iniciador, 250 uM de cada desoxirribonucleotideo fosfatado (ANTPs), 10
mM MgCl,, 2,5 uL de tampado 10X e duas unidades da enzima Taq polimerase
(Promega). As condicbes de amplificagdo foram as mesmas especificadas no
subitem 3.3.1.1. O DNA amplificado foi entdo purificado e digerido com as enzimas
Pst | e Xho | (New England Biolabs) e clonado no vetor pET (Figura 12a). A
presenca do inserto no plasmideo foi confirmada por PCR de colbnias, analise de

restricdo e sequenciamento automatico de DNA.

3.3.3 Clonagem dos fragmentos de cDNA que codificam as toxinas Tx3-6 e Tx3-
4 no vetor pBADHis

3.3.3.1 Tx3-6

O cDNA que codifica a toxina Tx3-6 com o seu pré-peptideo (Tx3-6PP) foi
obtido através da técnica de PCR, utilizando-se como molde, uma mistura de
cDNAs preparados a partir da glandula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer.
Oligonucleotideos (T36FPP e T36RPP) contendo a sequéncia do pré-peptideo,
sitios de restricdo, sitio para clivagem por Fator Xa e cédon de parada foram

sintetizados a fim de servirem como iniciadores da reacao (Tabela 2). A reacao de
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amplificagéo foi realizada como descrito no subitem 3.3.1.1. O DNA amplificado e
purificado, foi digerido com as enzimas de restricdo Eco Rl e Hind Il (Invitrogen) e
clonado no vetor pBADHis B (Figura 14a). A presencga do inserto foi confirmada por

PCR de colbnias, analise de restricdo e sequenciamento automatico de DNA.

3.3.3.2 Tx3-4

O cDNA que codifica a toxina Tx3-4 madura foi obtido através da reagédo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se a construgdo Tx3-4pET como molde. Dois
oligonucleotideos (Tx34PSTIF e Tx34RBAD) (Tabela 3), foram utilizados como
iniciadores, sendo adicionados os sitios para clivagem pelas enzimas de restricdo
Pst | e Eco RI as extremidades 5’ e 3’ respectivamente. A reacdo de amplificacao
continha 12,5 ng de DNA molde, 1 uM de cada iniciador, 250 uM de cada
desoxirribonucleotideo fosfatado (dNTPs), 10 mM MgCl2, 2,5 uL de tampao 10X e
duas unidades da enzima Taq. polimerase (Invitrogen). As condi¢gdes de
amplificacdo foram as mesmas descritas no subitem 3.3.1.1.

O DNA amplificado foi purificado e digerido com as enzimas Pst | e Eco Rl
(ambas Fermentas) e clonado no vetor pBADHis C através da reagédo da enzima T4
DNA ligase.

A presenca do inserto no plasmideo foi confirmada por PCR de colbnias,

analise de restricdo e sequenciamento automatico de DNA.

3.3.4 Clonagem do fragmento de cDNA que codifica a toxina Tx3-6 madura no

vetor pBADmycHis

O cDNA que codifica a toxina Tx3-6 foi obtido através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se dois oligonucleotideos sintéticos sobrepostos como
moldes (Tx36F e Tx36R) (Tabela 2). Estes oligonucleotideos foram construidos
utilizando-se os codons preferenciais da bactéria Escherichia coli (Grantham, Gautier
et al. 1981). Outros dois oligonucleotideos (Tx36ECOF e Tx36PSTR) (Tabela 2),
foram utilizados como iniciadores, contendo sitios para clivagem pelas enzimas de
restricdo Eco RI e Hind 1l nas extremidades 5’ e 3’ respectivamente.

A reacdo de amplificagdo e a purificagdo do DNA foram realizadas assim

como descrito no subitem 3.3.1.1.
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O DNA foi entao digerido com as enzimas Eco Rl e Hind Il (ambas Invitrogen)
e clonado no vetor pBADmycHis C (Figura 22a). A presenga do inserto foi
confirmada por PCR de coldnias, analise de restricdo e sequenciamento automatico
de DNA.

3.3.5 Clonagem dos fragmentos de cDNA que codificam as toxinas Tx3-6 e Tx3-

4 maduras no vetor pE-SUMO

O cDNA que codifica a toxina Tx3-6 foi obtido através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se a constru¢cao Tx3-6pBADmycHis como molde. Dois
oligonucleotideos (Tx36SUMOF e Tx36SUMOR) (Tabela 2) foram utilizados como
iniciadores da reacéo e inseriram sitios para clivagem pelas enzimas de restricao
Bsa | e Xba | e um cddon de parada.

O cDNA que codifica a toxina Tx3-4 foi obtido através da reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se a construgdo Tx3-4pET como molde. Dois
oligonucleotideos (Tx34SUMOF e Tx34SUMOR) (Tabela 3), foram utilizados como
iniciadores, sendo adicionados os sitios para clivagem pelas enzimas de restricdo
Bsa |l e Xba | as extremidades 5’ e 3’ respectivamente e um cédon de parada.

As reagdes de amplificagdo continham 12,5 ng de cada DNA molde e foram
realizadas conforme especificado no subitem 3.3.1.1. Os DNAs foram purificados e
digeridos com as enzimas Bsa | e Xba | (New England Biolabs) e clonados no vetor
pE-SUMO (Figura 25a). Cada construcao foi analisada por PCR de col6nias, analise

de restricao e sequenciamento automatico de DNA.
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Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR e

sequenciamento nas clonagens da toxina Tx3-6.

Iniclador Sequéncla

Tx36F FATCCCRCGTGRTGAAATTTGCACCRATGACTGTGAATGCTGCGGCT
GTGACAACCAATGTTATTGCCCGCCAGGTTCCT Y

Tx38R B TTTCTTTTITACGGTTACAAARATATTTATTITGCATGTGCACACG
AGCATTTAAAGATACCCAGCGAGGAACCCGGCGGG '
Tx36ECOF 5 AATTTGAATTCATCGAGGGAAGGGRCTTGCATCCCGCGTGG Y
Tx36PSTR 5 AATTCTGCAGTTAAGCTTTTTITACATTITTCTITITIAC 3’

T36FPP FAAATTGAATTCGAAGAAGAACCTGATTCCGATGCTTTAGTACCAAT
AGAGGO GAGAGCTTGRCATCCCT ¥

T3GRPP B AATTAAGCTTTTAAGCCTTTTTACATTTITTCCTT &

YEAST36F S ATTGAATTCCAAAATGTCTATCGAGGGAAGGGCTTGCATCCCTCGT
a3

YEAST3&R B AATTCTCGAGCCTTCCCTCGATAGCCTTTTTACATTITITCCTTCTTY

TX368UMOF ¥ AATTGGTCTCAAGGTGCTTGCATCCCGCGTGGTGA Y

TK3GSUMOR 3 AATTTCTAGATCAAGCTTTTTTACATTTTTCTTTITT S
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Tabela 3: Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR e

sequenciamento nas clonagens da toxina Tx3-4.

Iniclador Sequéncla

TX34A53 FTCTTGTATTAACGTTGGTGATTTTTGTGATGGTAAAAAAGATGATTG
TCAGTOTTRTCOTRATAACGCCTTTTATTCTTATTCTGTTATTTITTGGT
TATAAAACCAACTGTCGTTGTGAAGTTGGTS

TH24A35 B'ACCAACTTCACAACGACAGTTGGTTTTATAACCAAAAATAACAGAA
CAAGAACAAAAGGCGTTATCACGACAACACTGACAATCATCTTTTIT
ACCATCACAAAAATCACCAACGTTAATACAAGAY

TX34B33 FAACTGTCRTTGTGAAGTTGGTACCACCGCCACCTCTTATGGTATTTG
TATGGCCAAACATAAATGTGGTCGTCAGACCACCTGTACCAAACCAT
GTCTGTCTARACGTTGTAAAAARAACCATY

TX34B35 FATGGTTTTTITITACAACGT TTAGACAGACATGGTTTGGTACAGGTGG
TCTRACGACCACATTTATGTTTGGCCATACAAATACCATAAGAGATG
GCGETGGTACCAACTTCACAACGACAGTTS

TX4PETIF S AATTCTGCAGATCGAGGGAAGGTCTTGTATTAACGTTGGTGAY

TX34XHOIR S AATTCTCGAGTTAATGGTTTTTTTTACAACGTTY
TX34RBAD FAATTGAATTCTTAATGGTTTTTITTACAACGTTY
THK343UMOF AATTGGTCTCAAGOTTCTTGTATTAACGTTGGTGATS

TX348UMOR S AATTTCTAGATCAATGGTTTITTTTACAACGTTTY




cDNA Tx34
D . 3'
el _________________________________________________________________________}¥
5 [ Tx34PSTIF | 3’

5 TR A 3

3 I TS S S — 5
5 TS B3 3
3 T B S — 5'

3 [ Tx34XHOIR | &

Figura 7: Esquema da reacdo de PCR que gerou o cDNA que codifica a toxina Tx3-4.
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3.4 Expresséo e purificacdo das toxinas recombinantes

3.4.1 Expressao e purificagdo da toxina recombinante Tx3-6 em levedura Pichia

pastoris (vetor pPICZ)

3.4.1.1 Transformacdo em Pichia e confirmacdo do fenétipo

Uma vez confirmada a presencga do inserto, o vetor foi amplificado na bacteria
e purificado utilizando-se o Qiagen plasmid maxi kit (Qiagen).

Diferentes linhagens de leveduras competentes foram preparadas utilizando-
se o kit EasyComp Transformation (Invitrogen) seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. Dez microgramas de DNA foram linearizados através da digestdo com a
enzima Pme | (New England Biolabs) e 3 ug de DNA linearizado foram utilizados em
cada transformagdo. As transformagbes foram realizadas segundo as
recomendacdes do kit EasyComp Transformation (Invitrogen).

A eficiéncia da recombinacdo foi avaliada através de PCR de colbnias
utilizando-se como molde o DNA genbmico da levedura. A extracdo do DNA
gendmico foi realizada ressuspendendo-se cada colénia em 30 uL de SDS 0,2%. As
amostras foram entao vortexadas por 15 segundos, aquecidas a 90° C por 4 minutos
e centrifugadas a 16.000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi armazenado a -20° C
até sua utilizacao.

A transformacado das linhagens X-33 e GS115 com a construgao linearizada
favorece uma recombinagdo simples (insergéo) no locus AOX/ gendmico (Figura 8).
As leveduras transformadas devem ser capazes de crescer em meio com metanol
como unica fonte de carbono (Mut*), porém, com a presenga da sequéncia AOX/ no
plasmideo existe a possibilidade da recombinagdo ocorrer na regido 3° AOXI/
interrompendo o gene AOXI/ selvagem e originando transformantes que utilizam
metanol de forma lenta (Mut®). As colonias positivas para o inserto foram entgo,
analisadas em relacéo ao fenotipo Mut” e Mut®.

A confirmacdo fenotipica (Mut" ou Mut®) foi obtida estriando-se as coldnias
em placas MM (ou MMH para linhagem GS115) e MD (ou MDH para GS115) e
incubando-as por 2 dias a 30° C. As coldénias Mut® devem crescer bem nas duas

placas, uma vez que sao capazes de utilizar metanol ou dextrose como fonte de
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carbono e as coldnias Mut® devem crescer bem na placa MD e crescer pouco ou
nada em placas MM, ja que nao conseguem metabolizar metanol.

Confirmada a presenca do inserto e o fendtipo das coldnias, foi feito um
experimento piloto de expressdo das trés linhagens de Pichia: X-33 (Mut’), GS115
(Mut") e KM71H (Mut®). Para as colnias Mut®, uma colénia de cada linhagem foi
inoculada em 25 mL de meio MGY. A cultura foi crescida a 28-30° C sob agitagéo
(250-300 rpm) até atingir uma densidade Optica a 600 nm (DOggo) de 2 a 6. A cultura
foi centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido até uma DOgpp=1 em meio MM para induzir a
expressdo. A cada 24 horas, foi adicionado metanol numa concentracéo final de
0,5% para repor o metanol evaporado e consumido pelas leveduras. Aliquotas de 1
mL foram coletadas em diferentes intervalos de tempo. Elas foram centrifugadas a
16.000 x g por 3 minutos e os pellets foram guardados a -80° C. Para a linhagem
GS115, foram adicionados 0,004% de histidina aos meios de cultura.

Para o teste das coldnias Mut®, uma col6nia foi inoculada em 100 mL de meio
MGY. A cultura foi crescida a 28-30° C sob agitagdo (250-300 rpm) até atingir uma
DOe0o0=2-6. A cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1/5-1/10 do
volume da cultura original de meio MM. A cultura foi incubada novamente nas
mesmas condi¢cdes. A cada 24 horas, foi adicionado metanol numa concentragao
final de 0,5% para repor o metanol evaporado e consumido pelas leveduras.
Aliquotas de 1 mL foram coletadas em diferentes intervalos de tempo. Elas foram

centrifugadas a 16.000 x g por 3 minutos e os pellets foram guardados a -80° C.
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Pichia Genome (HIS4 or his4)

—ﬂ@— (5] Zeocin 5 AOX1oraoxT:ARG4 TT 3

Expression Cassette

Figura 8: Insercdo do plasmideo pPICZ ao DNA gendmico da Pichia. Desenho esquematico
mostrando o resultado da insergdo da regido 5’ do plasmideo ao locus AOX! (Mut”) e a incorporagéo

do P4ox;, do gene de interesse e do gene de resisténcia ao Zeocin (Invitrogen).
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3.4.1.2 Expressdo em larga escala e purificacao

A expressdo em larga escala so foi realizada utilizando-se a linhagem Mut* X-
33.

Uma colénia foi inoculada em 25 mL de meio MGY e a cultura foi incubada a
30° C sob agitagcao (250 rpm) até atingir DOgpo=2-6 (aproximadamente 24 horas).
Vinte e cinco mililitros de cultura foram utilizados para inocular 1 L de meio MGY e a
cultura foi incubada a 30° C sob agitacdo até DOgpp=2-6 (aproximadamente 18
horas).

As células foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente. Para induzir a expresséo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido até uma DOgoo= 1 em 3 L de meio MM que continha metanol.

A cultura foi dividida em diferentes frascos a fim de se manter uma aeragao
adequada para as células. As aliquotas foram incubadas a 30° C sob agitagdo por
40 horas, sendo adicionado metanol 100% até uma concentracao final de 0,5% na
cultura ap6s 24 horas de incubacgao.

As células foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a -80° C.

O pellet de cada aliquota da expressao foi ressuspendido em 10 mL de
tampao de lise (NaH;PO4 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, glicerol 5% e PMSF 1 mM) e
centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos a 4° C. O novo pellet foi ressuspendido
novamente em 10 mL de tampao de lise e foram adicionadas pérolas de vidro de 0,5
mm de didmetro até atingir aproximadamente metade do volume no tubo.

A mistura foi vortexada a 4° C em 15 ciclos de 1 minuto intercalados por
incubacao no gelo por 1-2 minutos. Apds os ciclos, cada mistura foi centrifugada a
3.300 x g por 40 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi guardado e as proteinas foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bradford 1976).

Para cada mililitro de sobrenadante (lisado celular), foram adicionados 7 mL
de Native Binding Buffer (Invitrogen) e a mistura foi filtrada no filtro Amicon Ultra-4.
Para isso, as amostras eram adicionadas ao filtro e centrifugadas a 3.300 x g por 1
hora. O filtrado foi purificado através de cromatografia de afinidade em resina ligada
a ions niquel de acordo com as especificagdes do kit Ni-NTA Purification System

(Invitrogen).
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3.4.2 Expresséao e purificagdo da toxina Tx3-4 em E. coli BL21 (DES3) (vetor pET)

Bactérias BL21 (DE3) eletrocompetentes transformadas com a construgao
Tx3-4pET foram inoculadas em 2 mL de meio LB (contendo 100 ug/mL de
ampicilina) e incubadas a 37° C por cerca de 16 horas (pré-inoculo). Duzentos
mililitros de meio LB (100 ug/mL amp.) foram inoculados com o pré-inoculo e
cultivados sob agitacao a 37° C até DOgnp=0,5-1,0. Foram entdo adicionados 0,6 mM
de IPTG para inducéo da expressao e a cultura foi mantida a 37° C por mais 4 horas.
Apbs 4 horas de expresséo, a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 30 minutos a
4° C e o pellet foi armazenado a -80° C. A solubilidade da proteina recombinante foi

analisada através de Western blot.

3.4.3 Expresséo e purificagdo das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 em E. Coli (TOP10)
(vetores pBADHis e pPBADmycHis)

3.4.3.1 Tx3-6

Foi realizado um experimento piloto para verificar a melhor concentragéo de
L-arabinose (Sigma) para indugao da expresséao (0,2%, 0,02%, 0,002%, 0,0002% ou
0,00002%). Uma colbénia contendo o plasmideo foi inoculada em 3 mL de meio LB
(contendo 100 pg/mL de ampicilina) e crescida a 37° C por 16 horas. Cinco tubos
contendo 10 mL de meio LB (amp.) foram inoculados com 100 yL do pré-inéculo e
incubados a 37° C até atingirem ODe0o=0,5. Neste momento, cada cultura recebeu
uma concentragédo de L-arabinose, variando de 0,00002 até 0,2% e foram cultivadas
por 4 horas. O resultado foi analisado através de eletroforese em gel de
poliacrilamida. Estabelecida a melhor concentracéo, as expressdes em larga escala
foram realizadas como descrito abaixo.

Bactérias E. coli (TOP10) foram transformadas com 5 ng dos plasmideos
Tx36pBADmycHis ou Tx36PPpBADHis e plaqueadas em LB agar contendo
ampicilina (100 pg/mL). Apds incubacédo a 37° C por 16 horas, uma coldnia foi
inoculada em 3 mL de meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL) e incubada a 37° C

por mais 16 horas sob agitagéo (200 rpm).
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Duzentos mililitros de meio LB contendo antibiético foram inoculados com 2
mL da cultura anterior e incubados a 37° C sob agitagéo até DOg0=0,5. Neste ponto,
a expressao foi induzida adicionando-se 2 mL de L-arabinose 20%, resultando em
uma concentragao final de 0,2% de L-arabinose. A cultura foi mantida a 37° C por 4
horas sob agitagéo.

Apds 4 horas de expressao, a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 20

minutos a 4° C e o pellet foi armazenado a -80° C para posterior purificacao.

3.4.3.1.1 Purificagao da toxina recombinante Tx36PPHis (vetor pBADHis)

O pellet de cada expressao foi ressuspendido em 10 mL de tampao de lise B-
PER reagent (Pierce) e incubado por 10 minutos sob agitagdo para que ocorresse a
lise quimica das células. Apds este periodo, as proteinas soluveis foram separadas
das insoluveis e debris celulares através de centrifugagdo a 32.000 x g por 20
minutos. Apds confirmagao da solubilidade da toxina recombinante através de SDS-
PAGE, o sobrenadante foi submetido a purificagédo de acordo com as especificagdes
do kit B-PER 6X His Protein Spin Purification (Pierce).

Para eliminar contaminantes de alto peso molecular (>30 kDa), amostras de
aproximadamente 4 mL foram purificadas de cada vez utilizando-se o filtro Amicon
Ultra-4 (Millipore). Cada purificagdo foi realizada centrifugando-se as amostras a
3.300 x g por uma hora. O filtrado foi analisado em relagéo a presenga da proteina

recombinante.

3.4.3.1.2 Purificagao da toxina recombinante Tx3-6mycHis (vetor pPBADmycHis)

O pellet de cada expressao foi ressuspendido em 8 mL de Native Binding
Buffer (Invitrogen) e submetido a digestéo por lisozima (1 mg por mL de expressao)
por 30 minutos no gelo. Apds a digestao, as células foram lisadas mecanicamente
através de sonicagdo em 10 ciclos de 15 segundos com intervalos de 10 segundos
no gelo a uma amplitude de 37%.

O lisado foi centrifugado a 32.000 x g por 20 minutos e amostras do
sobrenadante e do pellet foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
de gradiente 4%-12% contendo SDS (Invitrogen) por 1 hora a 200 V. O gel foi

corado em solucdo de Coomassie Blue composta de 0,25% Brilliant blue R-250
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(Sigma), 45% metanol e 10% acido acético e descorado em solugdo descorante
(10% metanol, 10% acido acético).

A proteina de interesse foi purificada do extrato bacteriano através de
cromatografia de afinidade em resina ligada a ions niquel de acordo com as

especificagdes do kit Ni-NTA Purification System (Invitrogen).

3.4.3.2 Tx3-4

As bactérias foram transformadas com o plasmideo Tx3-4pBADHis por
eletroporagéo e plaqueadas em meio LB agar (contendo 100 ug/mL de ampicilina)
para selecao.

Uma coldnia foi inoculada em 10 mL de meio LB (amp.) e crescida por 16
horas a 37° C. Um litro de meio LB foi inoculado com os 10 mL de cultura e incubado
a 37° C até as bactérias atingirem uma DOgnp=0,5-1,0. Foi adicionado 0,2% de L-
arabinose para inducao da expressao e a cultura foi mantida a 37° C por mais 4
horas. Ao final da expresséo, a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 20 minutos a
4° C e o pellet foi armazenado a -80° C.

As bactérias foram ressuspendidas em 30 mL de tampao de lise (20 mM Tris,
150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) e lisadas sob alta pressao (10.000-20.000
psi) utilizando-se o equipamento French Press (Thermo Scientific). O lisado foi
centrifugado a 32.000 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi incubado com 3 mL
de resina Ni-NTA agarose (Qiagen) por 16 horas a 4° C. A resina foi entdo lavada
com cerca de 250 mL de solugdo de lavagem (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 40 mM
imidazol, pH 7,5) para remocéao de proteinas contaminantes e a toxina recombinante
foi eluida em 20 mL de tampé&o de eluigdo (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 2 M Imidazol,
pH 7,5). Amostras de cada etapa de purificagdo foram analisadas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 4-20%. As elui¢cdes foram reunidas e dialisadas
contra 2 L de tampao de dialise (20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 2mM CacCl;, pH 8,0),
sendo feitas 4 trocas de tampao. A amostra dialisada foi incubada com Factor Xa
(1:50) por 16 horas a temperatura ambiente para a clivagem da cauda de histidina. A
digestao foi verificada por SDS-PAGE 4-20% e a identidade da proteina purificada
foi analisada por Western Blot. Para a remocao do Factor Xa, a amostra foi incubada

com a resina Xa removal (Qiagen) previamente equilibrada no mesmo tampao da
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amostra a 4° C por 15 minutos sob agitacdo. A amostra foi centrifugada a 1.000 x g

por 5 minutos e a toxina recombinante foi recuperada no sobrenadante.

3.4.4 Expresséao e purificagdo das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 em E. Coli (ORIGAMI)
(vetor pESUMO)

Bactérias ORIGAMI eletrocompetentes contendo o plasmideo pGro7
(TAKARA) foram preparadas e aliquotadas a -80° C. O plasmideo pGro7 possui
resisténcia ao antibidtico cloranfenicol e, na presenca de L-arabinose, codifica as
proteinas chaperonas groEs-groEL, que auxiliam no enovelamento de outras
proteinas recém-formadas. As bactérias foram transformadas com os plasmideos
Tx3-6pE-SUMO e Tx3-4pESUMO por eletroporagéo e plaqueadas em meio LB agar
(amp./ clo.) para selegédo. Ambas as toxinas foram expressas utilizando-se o mesmo
protocolo.

Uma colbnia foi inoculada em 10 mL de meio LB (amp./clo.) e incubada a 30°
C por cerca de 16 horas (pré-inoculo). Um litro de meio LB (contendo 1 mg/mL de L-
arabinose) foi inoculado com os 10 mL da cultura anterior e incubado a 30° C sob
agitacao até DOgpo= 0,5-1,0. Neste ponto, a expressao foi induzida através da adigao
de 0,6 mM de IPTG e a cultura foi incubada a 18° C por 18 horas sob agitagédo. Ao
final da expresséao, a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 20 minutos a 4° C e o

pellet foi armazenado a -80° C para posterior purificagao.

3.4.4.1 Purificacdo sob condicdes nativas

As bactérias foram ressuspendidas em 30 mL de tampao de lise (20 mM Tris,
150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) e lisadas sob alta pressao (10.000-20.000
psi) utilizando-se o equipamento French Press (Thermo Scientific). O lisado foi
centrifugado a 32.000 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi incubado com 3 mL
de resina Ni-NTA agarose (Qiagen) por 16 horas a 4° C . A resina foi entdo lavada
com cerca de 250 mL de solugdo de lavagem (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 40 mM
imidazol, pH 7,5) para remocao de proteinas contaminantes e a toxina Tx3-6SUMO
foi eluida em 20 mL de tampé&o de eluigdo (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 2 M Imidazol,
pH 7,5). Amostras de cada etapa de purificagdo foram analisadas através de

eletroforese em gel de poliacrilamida 4-20%. As elui¢cdes foram reunidas e dialisadas
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contra 2 L de tampéo de diadlise (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM DTT) a 4° C por
24 horas, sendo feitas 4 trocas de tampao.

A concentragéo proteica foi obtida utilizando-se o kit D/C protein assay da Bio-
Rad. Para a clivagem da cauda de fusao, foi adicionada SUMO protease | a amostra
na proporcao de 1 U por 100 pyg de proteina. A reagao foi incubada a 30° C por 1
hora e a 4° C por mais 18 horas. A digestéo foi analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida.

Apods a digestdo, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 5 minutos
para a remogao de precipitados e o sobrenadante foi submetido a uma coluna de
fase reversa Vydac C8 analitica (250 x 4,6 mm; ym; 300 A) ou preparativa (250 x 10
mm; 5 um; 300 A) previamente equilibrada em agua/ 0,1% TFA. Os componentes
foram eluidos em um gradiente de 0 a 70% de acetonitrila/0,1% TFA como descrito
nas tabelas 4 e 5. A absorbancia foi monitorada a 214 nm e as fragdes foram
coletadas manualmente. Os picos obtidos nas purificagcdes foram checados através
de eletroforese em gel de poliacrilamida e aqueles correspondentes a toxina foram
liofilizados para posterior utilizagao.

3.4.4.2 Purificacdo sob condicdes desnaturantes

Apenas a toxina Tx3-4SUMO foi purificada sob condi¢cdes desnaturantes. O
pellet obtido apds a lise das bactérias foi ressupendido em 30 mL de tampao de
ressuspensao (6 M guanidina, 100 mM NaH;PO4, 10 mM Tris, 20 mM imidazol, pH
7,9) e incubado por 1 hora sob agitagado para solubilizagdo completa. A amostra foi
entado centrifugada a 32.000 x g por 30 minutos e o sobrenadante incubado com 3
mL de resina Ni-NTA agarose, previamente equilibrada, por 2 horas a temperatura
ambiente. As proteinas contaminantes foram lavadas da resina com 250 mL de
tampao de lavagem (6 M guanidina, 100 mM NaH2;PQO4, 10 mM Tris, 30 mM Imidazol,
pH 8,0) e a proteina de fusao foi eluida em 40 mL de tamp&o de eluigdo (tampédo de
lavagem adicionado de 2 M de Imidazol). A eluigédo foi dialisada primeiramente em
tampéo 1 M guanidina, 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8,0 e posteriormente em 0,1
M guanidina, 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM DTT pH 8,0. Foi adicionada a
amostra SUMOprotease | na propor¢do 1 U para 100 ug de proteina e a digestao
aconteceu a 30° C por 18 horas. A digestéo foi analisada por eletroforese em gel de

poliacrilamida. Apds a digestao, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 5
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minutos para a remogao de precipitados e o sobrenadante foi submetido a uma
coluna de fase reversa Vydac C8 (analitica ou preparativa) previamente equilibrada
em agua/0,1% TFA. Os componentes foram eluidos em um gradiente de 0 a 70% de
acetonitrila/0,1% TFA. A absorbancia foi monitorada a 214 nm e as fragdes foram
coletadas manualmente. Os picos obtidos nas purificacbes foram checados através
de eletroforese em gel de poliacrilamida e aqueles correspondentes a toxina foram
liofilizados para posterior utilizagao.

Como a toxina foi purificada sob condicbes desnaturantes, ela precisou ser

renaturada para que sua conformacao nativa fosse obtida.
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Tabela 4: Programa utilizado na purificagdo em coluna Vydac C8 analitica.

%A %B Fluxo
Tempo (min) (dgua/0,1%TFA) | (acetonitrila/0,1%TFA) (mL/min)
00 100 00 1
20 70 30 1
80 50 50 1
120 30 70 1

Tabela 5: Programa utilizado na purificagdo em coluna Vydac C8 preparativa.

%A %B Fluxo
Tempo (min) (dgua/0,1%TFA) | (acetonitrila/0,1%TFA) (mL/min)
00 100 00 5
20 70 30 5
80 50 50 5
120 30 70 5
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3.5 Renaturacéo da toxina Tx3-4

Uma vez que parte da toxina Tx3-4 foi purificada sob condigbes
desnaturantes, ela precisou ser renaturada para a obtengdo da sua conformacéao
nativa. Experimentos piloto de renaturagao foram conduzidos como uma triagem das
melhores condi¢gdes para o correto enovelamento da toxina. Foram testadas 9
condicdes diferentes de acordo com o kit de renaturagao de proteinas da Thermo
Scientific Pierce. Estas condi¢des diferem basicamente na composi¢cao dos tampodes
e na proporgao de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (Tabelas 6 e 7).
Toxinas renaturadas no experimento piloto foram submetidas a cromatografia de
fase reversa em coluna Vydac C18, liofiizadas e tiveram sua atividade bioldgica
testada. Estabelecidas as melhores condi¢cdes, os procedimentos de renaturacio
foram realizados da forma descrita abaixo.

A toxina Tx3-4 pura liofilizada foi ressuspendida em tamp&o desnaturante (6
M guanidina, 50 mM Tris, pH 8,0). Foram adicionados 10 mM de DTT para redugao
das pontes dissulfeto e a amostra foi incubada por 4 horas a temperatura ambiente.
Antes da renaturacédo, o DTT foi removido através de filtragcdo em VIVASPIN 6 (3
kDa MWCO) e a amostra foi quantificada medindo-se a absorbancia a 280 nm e
utilizando-se o coeficiente de extingdo da toxina para correcdo. A amostra foi diluida
aproximadamente 20 X em tampé&o de renaturagao (550 mM guanidina, 440 mM L-
arginina, 55 mM Tris, 21 mM NaCl, 0.88 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM GSH e 1 mM
GSSG, pH 8,2) até uma concentragao proteica maxima de 0,1-0,2 mg/mL. A toxina
foi adicionada ao tampao de renaturagado em 5 aliquotas com intervalos de 2 minutos
entre cada para evitar a precipitacdo de enovelados intermediarios. A renaturacio
ocorreu por 24 horas a 4° C. Apos este periodo, a toxina foi submetida a
cromatografia de fase reversa em HPLC para a troca de tampao e comparagédo do

perfil cromatografico com a toxina desnaturada e reduzida.

3.6 Western blotting

A caracterizagao das toxinas recombinantes por western blotting foi realizada
para todas as construgbes. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferidas para uma membrana de PVDF (Millipore) por 1 hora a

250 mA. Apods a transferéncia, a membrana foi bloqueada em tampao TBST (0,5%
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tween) contendo 5% de leite por 30 minutos sob agitagédo e incubada com anticorpos
por 16 horas a 4°C. Os anticorpos utilizados neste trabalho foram o anti-His (1:1000)
(Invitrogen), anti-myc peroxidase (1:1000) (Invitrogen) e o conjugado IgG anti-
veneno total de Phoneutria nigriventer-peroxidase (1:1250) produzido e doado pelo
Dr. Carlos Chavez-Olortégui. O anticorpo secundario utilizado com o anti-His foi o
anti-mouse (1:10000) (Invitrogen). Apds a incubagdo com os anticorpos, a
membrana foi lavada 3 vezes com tampao TBST e revelada utilizando-se o ECL

Western Blotting Substrate (Pierce).

3.7 Testes de atividade

3.7.1 Teste da formalina

A toxina recombinante utilizada neste teste foi a toxina Tx3-6 expressa
utilizando-se o vetor pBADmycHis C (item 3.4.1.2).

O teste da formalina foi realizado de acordo com Dubuisson e Dennis (1977),
utilizando-se ratos Wistar machos pesando de 180-250 g. Os ratos foram injetados
com formalina no membro posterior direito e por 5 minutos (12 fase) foi registrado o
tempo de manifestagdo de nocicepgéo (lambida ou retirada da pata injetada do
chdo). Apds os 5 minutos, os animais receberam 10 uL de PBS (veiculo), 10 uL de
PBS contendo 200 picomoles de Tx3-6 nativa (controle positivo) e 10 uL de PBS
contendo 200 picomoles de Tx3-6 recombinante (teste) via intratecal.

Passados 15 minutos da administracdo da formalina, a manifestacdo de
nocicepgao foi cronometrada novamente por mais 15 minutos (22 fase) (Dubuisson
and Dennis 1977).



Tabela 6: Composi¢cao dos tampdes de renaturacao.

Base Refolding Factor 1 Factor 2
Buffer® Guanidine™ L-Arginine
(M) (1)
1 0 0
2 0 0.44
3 0 0.68
4 0.55 0
5 0.55 0.44
6 0.55 0.gg
T 1.1 0
3 14 0.44
9 1.1 (.58

*Cada tamp&o contém 55 mM Tris, 21 mM NaCl, 0,88 mM KClI, pH 8,2.

**A adicdo da amostra desnaturada ira adicionar mais Guanidina.

Fonte: Thermo Scientific Pierce
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Tabela 7: Triagem das condi¢cdes de renaturagdo baseada na concentracdo do

agente desnaturante e condi¢fes oxidantes.

BaseRefolding Buffer 100 MMEDTA . 200 MMGSH  100mMGS86G = H,0 1-05?:3"‘
(900 pn) (Hn (un) (1 (ug uh
1 10 10 02 28 50
2 10 10 04 26 50
3 10 05 10 25 50
4 10 10 04 26 50
5 10 03 10 25 50
] 10 10 02 20 50
7 10 05 10 25 50
8 10 10 02 28 50
9 10 10 04 28 50

*Concentragéo final de proteina de 50-100 pg/ml.

Fonte: Baseada na tabela do kit da Thermo Scientific Pierce.
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3.7.2 Medida de célcio e liberacdo de glutamato em sinaptosomas corticais de

camundongos

Animais adultos C57BL/6 machos ou fémeas foram mantidos sob ciclo
claro/escuro de 12 horas com alimentacao e agua livres. Para cada experimento, 4
animais foram decapitados e tiveram seus corteces cerebrais isolados. Os corteces
foram reunidos em tubo Potter-Elvehjen contendo solugdo de sacarose 0,32 M
adicionada de 1 mM EDTA e 0,25 mM DTT e homogeneizados em 10 ciclos com
pistilo de teflon acoplado em um homogeneizador Wheaton. O homogenado foi
centrifugado a 1.000 x g por 10 minutos a 4° C e o sobrenadante foi purificado
através de centrifugacao (37.000 x g por 15 min) em um gradiente descontinuo de
Percoll (23, 15, 10 e 3% v/v em solugdo de sacarose) como descrito previamente
(Dunkley, Jarvie et al. 2008) . As fragdes P3 e P4 foram reunidas e submetidas a
nova centrifugacao de 37.000 x g, a 4° C por 20 minutos. O pellet foi ressuspendido
em tampao Krebs-Ringer-Hepes (124 mM NaCl, 4 mM KCI, 1,2 mM MgSOQOyg4, 25 mM
HEPES and 10 mM glucose pH 7,4) e os sinaptosomas aliquotados até uma
concentracao final de 0,5-1,0 mg/mL de proteinas. As aliquotas foram mantidas em

gelo até a realizacado do experimento.

3.7.2.1 Medida da concentracdo de célcio intrasinaptosomal

Sinaptosomas foram marcados com 5 pM de fura-2AM (solugédo estoque 1
mM em DMSO) para medigdo da concentragcédo de calcio intrasinaptosomal livre. O
experimento foi realizado em um espectrofluorometro (PTI Technonologies Inc.) e a
emissao de fluorescéncia foi registrada a 510 nm utilizando-se a razao 340/380 para
excitagdo. Os sinaptosomas foram mantidos a 35 °C sob agitagdo durante toda a
medicdo. Toxinas Tx3-4 nativa e recombinante foram adicionadas a suspensao 6
minutos antes da despolarizagdo da membrana com 33 mM de KCI. A calibragao foi
realizada adicionando-se SDS 10% e EGTA 10 mM para valores de maximo e
minimo de fluorescéncia. A concentracao de calcio foi calculada através da férmula:
C = Kd*[(R-Rmin)/(Rmax-R)]*Sf2/Sb2 (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985).
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3.7.2.2 Liberacdo de glutamato

A liberacdo de glutamato foi monitorada medindo-se o aumento de
fluorescéncia causado pela producdo de NADPH na presenca de NADP' e
glutamato desidrogenase em terminagdes nervosas isoladas do cortex cerebral de
camundongos. No comego de cada teste, foram adicionados a suspenséo
sinaptosomal, CaCl, (1 mM), NADP* (1 mM) e glutamato desidrogenase (50 U). O
comprimento de onda usado na excitagédo foi de 360 nm e o de emisséo foi de 450
nm. Toxinas nativa e recombinante (Tx3-4), foram incubadas com os sinaptosomas
por 30 minutos antes de cada medigao. A liberagdo de glutamato independente de
calcio foi obtida através da remocdo de CaCl, e adicdo de EGTA (2 mM) a

suspensao.

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £+ S.E.M. Os dados foram
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de
Newmann Keuls (teste da formalina) ou pelo teste de Tukey (testes da liberagcao de
glutamato e influxo de calcio). Kruskal-Wallis ANOVA em ranks seguido pelo teste de
de comparagao multipla de Dunn foi utilizado no teste de glutamato do experimento

piloto de renaturagéo. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

3.9 Dicroismo circular

Para realizar a medicdo do espectro de dicroismo circular, as toxinas
recombinantes Tx3-6 e Tx3-4 expressas no vetor pE-SUMO liofilizadas, foram
ressuspendidas em H,O. O espectro foi obtido em um espectropolarimetro Jasco-
810 (Jasco Corp.) utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1 mm de espessura. A
temperatura foi mantida constante durante toda a medigdo (25° C) que foi realizada
na faixa de 190-260 nm, em um minimo de 5 varreduras consecutivas por amostra.
As desconvolugcbes foram feitas pelo programa K2d a fim de estimar a

predominancia das estruturas secundarias (Andrade, Chacon et al. 1993).
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3.10 Expressdo da toxina Tx3-4SUMO em meio restritivo M9 para analises

estruturais

Para a expressao em meio M9 foram utilizadas bactérias ORIGAMI e BL21
(DE3) transformadas com a construgdo Tx3-4SUMO. Foram inoculados 2 mL de
meio LB e cultivados por 5-6 horas a 37°C. Duzentos mililitros de meio M9 contendo
antibidticos (amp./ chlo.) foram inoculados com a cultura inicial e incubados a 37°C
por 16 horas. A cultura foi entdo centrifugada a 5.000 xg por 10 minutos a
temperatura ambiente e ressuspendida em 1 L de meio M9 (amp./chlo.). A cultura foi
cultivada a 37°C até DOgy= 0,5-0,8. A temperatura foi abaixada para 18°C e a
expressao induzida com 1 mM IPTG por 18 horas. A expressao foi analisada por

eletroforese em gel de poliacrilamida e western blot.
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem, expresséo e purificagcdo da toxina Tx3-6 em Pichia pastoris
(vetor pPICZ)

4.1.1 Clonagem

Utilizando-se os primers YEASTT36F e YEASTT36R, um fragmento de 219
pb foi obtido através da reagcdo de PCR para amplificagdo do gene que codifica a
toxina Tx3-6 (Figura 9a). O DNA purificado foi digerido com as enzimas de restricao
Eco Rl e Xho | e clonado no vetor pPICZC através de ligacao utilizando-se a enzima
T4 ligase. Bactérias E. coli (TOP10) eletrocompetentes foram transformadas com o
plasmideo Tx3-6pPICZmycHis e plagueadas em meio LSLB agar contendo 25
ug/mL de zeocin. Doze colbénias foram submetidas a PCR para verificagdo da
presenca do inserto e todas se mostraram positivas (Figura 9b). Os plasmideos de
trés destas colbnias foram purificados e submetidos a analise de restricdo e a
presenca do inserto pode ser visualizada na figura 9c. O sequenciamento de uma
das colénias mostrou que o inserto estava corretamente inserido no vetor e nao
havia mutagdes em sua sequéncia. Dez microgramas do plasmideo recombinante
Tx3-6pPICZmycHis foram linearizados através da digestdo em sitio unico pela
enzima Pme |. Esta linearizagao foi necessaria para que o plasmideo incorporado
pela levedura sofresse recombinagdo homdloga incorporando-se ao DNA genomico
da célula. Apdés a digestdo, a amostra foi corrida em gel de agarose para
confirmagao da linearizagdo do DNA (Figura 9d). Confirmada a completa
linearizagdo, 3 nug do plasmideo recombinante foram utilizados para cada
transformacgéo de leveduras competentes. O plasmideo Tx3-6pPICZmycHis codifica
uma proteina de 10,8 kDa com 6 aminoacidos extras na porgdo N-terminal (M S | E
G R) e 35 aminoacidos na porgao C-terminal, incluindo o epitopo c-myc e uma cauda
de 6 histidinas (Figura 10).
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Figura 9: Etapas de clonagem do cDNA da toxina Tx3-6 no vetor pPICZC. a) Eletroforese em gel
de agarose 1% do produto de PCR para a amplificagdo do DNA que codifica a toxina Tx3-6. PM:
Marcador de peso molecular Kb plus. Coluna 1: Controle negativo da reagdo (sem DNA molde).
Coluna 2: cDNA da toxina Tx3-6 de 219pb (seta) amplificado através de reagdo de PCR. b) Gel de
agarose 1% da PCR para varredura das colénias E.coli TOP10 que tiveram o DNA da toxina
recombinante amplificado. PM: Marcador de peso molecular Kb plus. Coluna 1: Controle negativo
da reagao. 2: Colbnias positivas para a presenga do inserto. Seta: Regido de 219pb. c) Analise de
restricdo dos plasmideos isolados de coldnias positivas. PM: Marcador de peso molecular Kb
plus. Coluna 1: Construgdo sem digestdo. Colunas 2, 3 e 4: Construgdes submetidas a analise de
restricdo. Seta: Bandas correspondentes aos insertos. d) Eletroforese em gel de agarose 1% do
produto da digestdo da construcdo Tx3-6pPICZmycHis com enzima Pme | mostrando a
linearizagdo do DNA. PM: Marcador de peso molecular Kb plus. Coluna 1: Constru¢do néo
linearizada. Coluna 2: Construgao linearizada.
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Figura 10: Construcdo Tx3-6pPICZ. a) Mapa do vetor pPICZ. b) Representacdo da sequéncia

codificadora para a toxina Tx3-6 e sua sequéncia de aminoacidos expressa no vetor pPICZ. c)

Esquema representando a proteina de fusdo e o potencial produto final deste sistema de

expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-6. Em cinza, cauda de histidina. Em rosa, epitopo

myc. Em verde, sitio para clivagem pela protease fator Xa. A sequéncia sublinhada representa a

regido de anelamento dos primers YEASTT36F e YEASTT36R. Toda a sequéncia nucleotidica foi

confirmada por sequenciamento.
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4.1.2 Expresséao, purificacdo e andlise da toxina Tx3-6 (vetor pPICZ)

O vetor pPICZ possui o promotor Paox1, que regula a produgdo da enzima
alcool oxidase, responsavel por guiar a expressao da proteina heterdloga em Pichia.
Pichia pastoris € uma levedura metilotrofica, capaz de metabolizar metanol como
unica fonte de carbono. Dois genes codificam a alcool oxidase: AOX1 e AOX2,
sendo que AOX1 é responsavel pela maior parte da atividade desta enzima. O
promotor Paoxs € altamente induzivel pela presenca de metanol no meio de cultura.
A perda ou interrup¢cao do gene AOX1 causa uma diminuicdo significativa na
capacidade de metabolizar o metanol, e a levedura passa de Mut® (Methanol
utilization) a Mut® (Methanol utilization slow) que significa que ela passa a crescer
lentamente em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono. O vetor possui
nucleotideos que codificam o epitopo myc (E QKL IS E N L) e uma cauda de seis
aminoacidos histidina apds o sitio multiplo de clonagem, portanto, esses
aminoacidos sao incorporados a por¢ao C-terminal da toxina recombinante (Figura
10c). Tanto o epitopo myc, quanto a cauda de histidina favorecem a identificacdo da
proteina heterdéloga através dos anticorpos anti-myc e anti-His. Além disso, a cauda
de histidina se liga a cations bivalentes como Ni2*, possibilitando a purificagao por
afinidade através de resina quelada a niquel. Foram transformadas trés linhagens
diferentes: X-33, GS115 e KM71H. A linhagem X-33 é a linhagem selvagem de
Pichia, eficaz no crescimento em larga escala. A linhagem GS115 possui uma
mutacgao no gene histidinol desidrogenase (his4) que impede a sintese de histidina.
Para crescer em meio minimo, esta linhagem requer a adicao deste aminoacido ao
meio. A linhagem KM71H provém de uma linhagem parental que possui uma
mutacdo no gene argininosuccinato liase (arg4) que a impede de crescer na
auséncia de arginina. Na criagdo da linhagem KM71H o gene ARG4 selvagem foi
utilizado para interromper o gene AOX1, portanto, a linhagem KM71H é Mut® e Arg*.
A transformacdo de Pichia com a construgdo linearizada favorece uma
recombinacao simples (inser¢éo) no locus AOX7, inserindo a construgao no DNA
genbmico da levedura.

A eficiéncia da transformacao foi analisada através de PCR de colbnias, que
mostrou que todas as colbnias testadas eram positivas para a presenca do inserto

no DNA gendmico.
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Apoés a transformagéo, as linhagens X-33 e GS115 permanecem Mut’, e a
linhagem KM71H permanece Mut®. Entretanto, as leveduras que incorporaram o
plasmideo em seu genoma se tornam resistentes ao antibiético Zeocin. Para
confirmar o fenétipo das linhagens, as colénias foram estriadas em placas contendo
meio MM (ou MMH para GS115) e MD (ou MDH para GS115) e incubadas por 2 dias
a 30° C. As linhagens X-33 e GS115 cresceram bem nas duas placas, confirmando o
fendtipo Mut”, uma vez que séo capazes de utilizar metanol ou dextrose como fonte
de carbono. A linhagem KM71H cresceu muito pouco na placa contendo meio
minimo metanol (MM), confirmando que nao apresenta o gene AOX1 e nao
consegue metabolizar metanol, sendo Mut®. Portanto, as recombinagdes ocorreram
nos sitios corretos.

Como cada proteina recombinante expressa em Pichia apresenta
caracteristicas especificas, nao é possivel prever qual a melhor linhagem para se
expressar a toxina recombinante Tx3-6. Por isso, foi realizado um experimento piloto
nas trés linhagens de leveduras disponiveis para a escolha da linhagem com melhor
expressao. Os niveis de expressao foram baixos nas trés linhagens e em nenhuma
delas conseguimos detectar a expressao da toxina por SDS-PAGE seguido de
coloragcao por Comassie Blue. A visualizagdo da expressao so6 foi possivel através
da técnica de Western blotting (Figura 11a). As linhagens X-33 e GS115
apresentaram baixo nivel de expressdo de uma proteina com peso molecular
esperado em torno de 11 kDa para a Tx3-6 recombinante (ver seta Figura 11a).
Adicionamente, essas linhagens também apresentaram bandas adicionais de peso
molecular de aproximadamente 22 kDa e 33 kDa. O anticorpo anti-myc reconheceu
as mesmas bandas de peso molecular 11 kDa, 22 kDa e 33 kDa na linhagem
KM71H entretanto, a reagcdao mais forte do anticorpo foi na faixa de alto peso
molecular (aproximadamente 55 kDa e 88 kDa). Embora ndo possamos descartar a
possibilidade de que as bandas acima de 11 kDa s&o derivadas de reacao
inespecifica do anticorpo, o fato de os pesos moleculares representarem multiplos
de 11 sugere que elas sao agregados da proteina recombinante. Apesar do
experimento piloto ndo ter sido muito animador, resolvemos testar a expresséo em
larga escala utilizando a linhagem Mut® X-33. Também nesse caso, apos a lise das
células, a expressao teve que ser analisada através de western blotting uma vez que
nao foi possivel diferenciar as bandas através da coloragdo do gel por Coomassie.

(dado nédo mostrado). O sobrenadante foi purificado em filtro Amicon Ultra-4 para
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diminuir a concentragdo de proteinas de alto peso molecular e o filtrado foi
posteriormente submetido a cromatografia de afinidade em resina de niquel. As
eluigdes foram dialisadas para retirada de imidazol. Como as fragdes estavam muito
diluidas nao foi possivel detectar a banda da proteina recombinante purificada
através de coloracdo por Coomassie blue, portanto, assim como no experimento
piloto, foi realizado um western blot (Figura 11b).

Devido a baixa produtividade obtida com este sistema de expressao, foi
decidido ndo dar continuidade ao processo e tentar novos sistemas utilizando a

bactéria Escherichia coli como hospedeiro.
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Figura 11: Analise da expressao e purificagdo da proteina Tx3-6 expressa em Pichia pastoris.

a) Identificacdo imunoquimica do piloto de expressédo da toxina Tx3-6pPICZmycHis. Western
blotting mostrando a toxina recombinante expressa em diferentes linhagens de Pichia pastoris. PM:
Marcador de peso molecular Dual Color Precision Plus Protein. Coluna 1: Expressao em P. pastoris
linhagem X-33 por 24 horas Coluna 2: Expressdo em P. pastoris linhagem GS115 por 24 horas.
Coluna 3: Expressdo em P. pastoris linhagem KM71H por 48 horas. Anticorpo: anti-myc peroxidase
(1:1000). A revelagdo da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western Blotting Substrate
(Pierce). Seta mostrando a regido do tamanho aproximado da toxina recombinante.

b) Identificagcdo imunoquimica da proteina recombinante purificada por cromatografia de
afinidade. PM: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein. Coluna 1: Amostra eluida na
cromatografia de afinidade. A revelagdo da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western

Blotting Substrate (Pierce). Anticorpo: anti-myc peroxidase (1:1000).



71

4.2 Clonagem, expressdao e purificacdo da toxina Tx3-4 em E. coli BL21 (DE3)
(vetor pET-45b (+))

4.2.1 Clonagem

Utilizando os primers Tx34PSTIF e Tx34XHOIR, foi obtido o cDNA de 256 pb
que codifica a toxina Tx3-4 através de PCR. O cDNA foi digerido com as enzimas de
restricdo Xho | e Pst | e clonado no vetor pET-45b (+). PCR de colbnias, analise de
restricdo e sequenciamento de DNA mostraram que a clonagem foi realizada com
sucesso.

O plasmideo Tx3-4pET codifica uma proteina de 12,7 kDa, composta pela

toxina Tx3-4 ligada a uma cauda 6xHis na sua por¢ao N-terminal (Figura 12b).

4.2.2 Expresséao da toxina Tx3-4 (vetor pET-45b (+))

O sistema de expressédo pET € um dos mais utilizados para a clonagem e
expressao de proteinas em E. coli. O gene é comandado pelo promotor T7 (do
bacteriéfago T7) e sua expressao é controlada pelo promotor e operador /ac.

O plasmideo recombinante Tx3-4pET foi usado para transformar bactérias
eletrocompetentes E. coli BL21 (DE3). A expressao foi induzida com 0,6 mM de
IPTG por 4 horas a 37° C. Apds a lise das bactérias, amostras do sobrenadante e
pellet foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas com
Comassie blue. Podemos observar uma banda mais forte de peso molecular
esperado (13 kDa) na amostra do pellet, que indica uma expressao da toxina
recombinante em corpos de inclusao. Para confirmarmos se a banda visualizada era
mesmo a toxina recombinante, foi realizado um western blotting com as mesmas
amostras utilizando-se anticorpos IgG anti-veneno total P. nigriventer-peroxidase.
Pode-se observar na figura 13, que os anticorpos reagiram com a banda esperada,
confirmando a expressao da toxina em forma de agregados. Uma banda de
aproxidamente 26 kDa pode ser visualizada nas amostras sem indugao e pellet, que
podem representar uma reacao inespecifica do anticorpo ou uma dimerizagao da
toxina, uma vez que o tamanho é exatamente o dobro da toxina monomérica. Como
estavamos procurando um sistema capaz de expressar a toxina de forma soluvel e

funcional, ndo continuamos com o sistema pET.
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Figura 12: Construcdo Tx3-4pET. a) Mapa do vetor pET b) Representacdo da sequéncia
codificadora para a toxina Tx3-4 e sua sequéncia de aminoécidos expressa no vetor pET. c)
Esquema representando a proteina de fusdo e o potencial produto final deste sistema de
expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-4. Em cinza, cauda de histidina. Em verde, sitio para
clivagem pela protease fator Xa. A sequéncia sublinhada representa a regido de anelamento dos
primers TX34PSTIF e Tx34XHOIR. Toda a sequéncia nucleotidica foi confirmada por

sequenciamento.
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Figura 13: Anédlise da solubilidade da toxina Tx3-4 expressa em E. coli utilizando-se o vetor
pET. a) SDS-PAGE 4-20% mostrando a solubilidade da toxina Tx3-4. PM: Marcador de peso
molecular. Coluna 1: Controle sem indugéo. Coluna 2: Proteinas insoluveis presentes no pellet apds
lise e centrifugacdo. Coluna 3: Proteinas soluveis presentes no sobrenadante apés lise e
centrifugagao. b) Western blotting mostrando a solubilidade da toxina Tx3-4. Coluna 1: Controle
sem indugdo. Coluna 2: Proteinas insoluveis presentes no pellet apos lise e centrifugagao. Coluna 3:
Proteinas sollveis presentes no sobrenadante apds lise e centrifugagdo. Anticorpo: IgG anti-veneno
total de P. nigriventer (1:1250). A revelagao da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western

Blotting Substrate (Pierce). Seta: Toxina Tx3-4 recombinante expressa em corpos de inclusao.
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4.3 Clonagem, expresséo e purificacdo da toxina Tx3-6 em E. coli TOP10 (vetor
pBADHis)

4.3.1 Clonagem

Utilizando os primers T36FPP e T36RPP, um fragmento de 225 pb que
codifica a toxina Tx3-6 com o seu pré-peptideo foi obtido através da técnica de PCR.
A sequéncia do pré-peptideo foi acrescentada na tentativa de melhorar o
enovelamento da toxina e, consequentemente, favorecer sua expressao na forma
funcional. Apds a PCR, o DNA purificado foi digerido com as enzimas de restricdo
Eco Rl e Hind lll e clonado no vetor pBADHisB. Bactérias E. coli (TOP10)
eletrocompetentes foram transformadas com o plasmideo recombinante Tx3-
6PPpBADHis e as colonias que receberam o plasmideo foram selecionadas através
de PCR de colbnias. As colbnias positivas foram confirmadas posteriormente através
de analise de restricido e sequenciamento.

O vetor pBADHis acrescenta o epitopo Xpress (NL Y N N N N K) juntamente
com a cauda de histidina a porcdo N-terminal da proteina heteréloga. O epitopo
Xpress também favorece a identificagdo da proteina recombinante através do
anticorpo anti-Xpress. Portanto, o plasmideo recombinante Tx3-6PPpBADHis
codifica uma proteina de 12,6 kDa que contém a sequéncia da toxina Tx3-6 com o
seu pré-peptideo, uma cauda de 6 histidinas e um sitio para clivagem pela protease

Fator Xa na sua porcao N-terminal (Figura 14b e c).
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Figura 14: Construgdo Tx3-6pBADHis. a) Mapa do vetor pBADHis. b) Representacdo da
sequéncia codificadora para a toxina Tx3-6 e sua sequéncia de aminoacidos expressa no vetor
pBADHis. ¢) Esquema representando a proteina de fusdo e o potencial produto final deste
sistema de expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-6. Em cinza, cauda de histidina. Em
marrom, epitopo X-press. Em vermelho, sequéncia do pré-peptideo. Em verde, sitio para clivagem
pela protease fator Xa. A sequéncia sublinhada representa a regido de anelamento dos primers

T36FPP e T36RPP. Toda a sequéncia nucleotidica foi confirmada por sequenciamento.
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4.3.2 Expresséao, purificagao e andlise da proteina Tx3-6PPHis (vetor pBADHis)

O teste piloto de expressao em pequena escala mediu a melhor concentragao
de L-arabinose para a indugdo da expressao da toxina Tx3-6PPHis. Diferentes
culturas receberam uma concentracdo de L-arabinose que variou de 0,00002 até
0,2% e foram cultivadas por 4 horas. As amostras foram corridas em gel de
poliacrilamida e coradas em solugdao de Coomassie Blue R-250. Como pode ser
observado na Figura 15, a concentragdo de L-arabinose que melhor induziu a
expressdo da Tx3-6PPHis foi a de 0,2%. Interessantemente, além da banda de
massa molecular aproximadamente de 12.6 kDa (ver seta Figura 15) outras bandas
de maior massa molecular também mostraram aumento de expressao (ver
asteriscos Figura 15). Usamos portanto a concentragéo de 0,2% de L-arabinose
para os experimentos em larga escala. A escolha da linhagem de E. coli TOP10 para
a expressao baseou-se no fato de que esta linhagem é capaz de transportar, mas
nao de metabolizar a L-arabinose. Assim, os niveis desta substadncia permanecem
0s mesmos no interior da célula induzindo o promotor durante o todo o processo.

Apos a expressdo, a cultura foi centrifugada e o pellet ressuspendido em
solucéo de lise B-PER. O extrato foi centrifugado para que ocorresse a separagao
das proteinas soluveis (sobrenadante) das insoluveis (pellet). O sobrenadante foi
purificado de acordo com as especificacbes do kit B-PER 6xHis Protein Spin
Purification (Pierce). As fragbes purificadas foram analisadas através de eletroforese
em gel de poliacrilamida 4 - 12% seguida de coloragdo por Coomassie blue (Figura
16a). Pode-se observar que todas as fragbes eluidas apresentam, além da banda
que corresponde a toxina recombinante (12.6 kDa), uma banda forte de alto peso
molecular (40 kDa - seta).

Na tentativa de eliminar essa banda de maior peso molecular, as eluicdes
foram reunidas e purificadas utilizando-se o filtro de centrifugagdo Amicon Ultra-4
que retém proteinas acima de 30 kDa. Foram feitas trés centrifugacdes a 3.320 x g
por 1 hora cada e obtidos trés filtrados desta purificagcdo. Amostras de cada filtrado e
da fragao que ficou retida no filtro foram corridas em gel de poliacrilamida e coradas
em solugdo de nitrato de prata (Figura 16b). Pelo perfil eletroforético, pode-se
constatar que a purificagdo em filtro Amicon foi eficiente na eliminacdo de
contaminantes de alta massa molecular. Para testar se a proteina purificada

era a Tx3-6PPHis, foi realizado um Western blotting, utilizando-se o conjugado IgG
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anti-veneno total de Phoneutria nigriventer-peroxidase. Como pode ser observado
na figura 16c, grande parte da proteina recombinante ficou retida no filtro, nao
sendo recuperada. A dificuldade em purificar a toxina recombinante Tx3-6PP e
separa-la do contaminante de alta massa molecular, fez com que este sistema de

expressao nao fosse satisfatorio.
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Figura 15: Piloto da expressdo da toxina Tx3-6PPHis em fung¢do da concentracdo de L-
arabinose. SDS-PAGE 4%-12% de amostras da expressao da toxina recombinante Tx3-6PPHis em
diferentes concentragbes de indutor do gene promotor. PM: Marcador de peso molecular Precison
Plus Protein. Coluna 1: Tempo 0 de indugdo com L-arabinose. Colunas 2-6: Quatro horas apos
indugao com 0,2%, 0,02%, 0,002%, 0,0002% e 0,00002% respectivamente. As proteinas foram
coradas em solugcdo de Coomassie Blue R-250.
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Figura 16: Anélise da expressdo e purificagdo da toxina Tx3-6 expressa em E. coli (vetor
pBADHis B)

a) SDS-PAGE 4-12% mostrando as etapas de purificacdo da toxina recombinante Tx3-6PPHis
por afinidade em coluna de niquel. PM: Marcador de peso molecular Dual color Precision Plus
Protein. Coluna 1: Proteinas que nao ligaram a coluna. Colunas 2-5: Proteinas que sairam nas
lavagens. Colunas 6-9: Proteinas que sairam nas eluigdes. As proteinas foram coradas em solugdo
de Coomassie Blue R-250. b) SDS-PAGE 4-12% mostrando a purificacdo da toxina recombinante
Tx3-6PPHis no filtro Amicon Ultra-4. PM: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein.
Coluna 1: Proteinas retidas no Amicon. Coluna 2: Primeiro filtrado do Amicon. Coluna 3: Segundo
filtrado do Amicon. Coluna 4: Terceiro filtrado do Amicon. As proteinas foram coradas em solugéo de
nitrato de prata. c) Identificagdo imunoquimica da toxina recombinante purificada. PM: Marcador
de peso molecular Precision Plus Protein. Coluna 1: Veneno total da Phoneutria nigriventer. Coluna 2:
Amostra que ficou retida no Amicon. Coluna 3: Primeiro filtrado que passou pelo Amicon. Coluna 4:
Segundo filtrado. Coluna 5: Terceiro filtrado. Anticorpo: IgG anti-veneno total P. nigriventer-peroxidase
(1:1250). A revelagdo da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western Blotting Substrate
(Pierce). As setas indicam a regido de peso molecular correspondente a toxina recombinante e ao

contaminante de alto peso molecular.
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4.4 Clonagem, expressao, purificacdo e analise da toxina Tx3-4 em E. coli
TOP10 (vetor pBADHis)

4.4.1 Clonagem

Usando os primers Tx34PSTFI e Tx34RBAD o fragmento de 255 pb que
codifica a toxina Tx3-4 foi obtido através da técnica de PCR. O DNA purificado foi
digerido com as enzimas de restricdo Pst | e Eco Rl e clonado no vetor pBADHis C
através de ligacao utilizando-se a enzima T4 ligase. PCR de colbnias, analise de
restricdo e sequenciamento de DNA mostraram que a clonagem foi realizada com
sucesso.

O plasmideo Tx3-4pBADHis codifica uma proteina de aproximadamente 13,5
kDa que contém a sequéncia da toxina Tx3-4 ligada a uma cauda de 6 histidinas na

sua porcao N-terminal (Figura 17b e c).

4.4.2 Expresséao, purificacdo e andlise da toxina Tx3-4 (vetor pBADHis)

O plasmideo recombinante Tx3-4pBADHis foi introduzido em bactérias
TOP10 eletrocompetentes e a expressao foi realizada por 4 horas apés a inducao
com 0,2% de L-arabinose. A toxina recombinante foi purificada do sobrenadante
através de cromatografia de afinidade em coluna de niquel, como pode ser
observado na figura 18. O rendimento obtido foi de 1,32 mg por litro de cultura. As
eluicdes foram dialisadas para a troca do tampdo de eluicdo pelo tampao de
digestdo. Duas concentragcbes de Fator Xa (1:50 e 1:100) foram testadas, assim
como a necessidade de SDS para completa digestdo. Analise do piloto de digestao
por western blotting utilizando-se anticorpos anti-His mostrou que ambas as
concentragdes de Fator Xa digeriram completamente a proteina de fusdo e que na
auséncia de SDS, a digestao foi mais eficiente (dados nao mostrados). Foi utilizado
portanto a proporcao de 1:100 de Fator Xa:Tx3-4His, sem adigcdo de SDS. Apds a
digestado (Figura 19a), a toxina foi purificada utilizando-se a resina de purificagéo do
Fator Xa e a toxina Tx3-4 madura foi recuperada no sobrenadante apds
centrifugacao da resina. Porém, a toxina Tx3-4 madura se liga inespecificamente a
resina, dificultando sua purificacdo e fazendo com que parte da toxina fosse perdida

(Figura 19b). A identidade da toxina recombinante foi também analisada através de
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western blot utilizando-se anticorpos anti-veneno total da Phoneutria nigriventer
(Figura 19c), que reconheceram especificamente a toxina. A dificuldade de
purificacdo da toxina madura apds a digestdo fez com que o rendimento final deste
sistema fosse insatisfatorio (0,2 mg/L). O pouco que foi recuperado da toxina Tx3-4

foi testado para verificarmos se a toxina foi expressa de forma funcional.

4.4.2.1 Liberacao de glutamato

O teste utilizado para avaliar a atividade da toxina recombinante foi o teste de
liberacdo de glutamato em sinaptosomas corticais de camundongos baseado no
método de Nicholls et al. (1987). Este, € um método fluorimétrico que mede
continuamente a liberagdo de glutamato de sinaptosomas e utiliza o aumento de
fluorescéncia causado pela producdo de NADPH na presenca de NADP® e
glutamato desidrogenase para medir esta liberacao (Nicholls, Sihra et al. 1987).

A liberacdo controle de glutamato ativada pela despolarizagdo dos
sinaptosomas com 33 mM de KCI na presenca de Ca®" foi de cerca de 17,04 + 0.1
nmol/mg de proteina. A liberacdo de glutamato independente de Ca?*, medida na
auséncia de Ca*" e na presenca de 2 mM EGTA, foi de cerca de 10,3 nmol/mg de
proteina. A toxina recombinante (1 pM) foi incubada por 30 minutos com a
suspensao sinaptosomal e a liberagdo de glutamato foi de cerca de 17,64 + 0,8
nmol/mg. O resultado do teste, representado na figura 20, nos mostra que a toxina
recombinante ndo teve nenhum efeito bloqueador na liberacdo de glutamato. A
obtencdo da toxina inativa, somada ao baixo rendimento obtido, fez com que

procurassemos um novo sistema de expresséo.
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Figura 17: Construcdo Tx3-4pBADHis. a) Mapa do vetor pBAD b) Representacdo da sequéncia

codificadora para a toxina Tx3-4 e sua sequéncia de aminoacidos expressa no vetor pBADHis.
c) Esquema representando a proteina de fusdo e o potencial produto final deste sistema de
expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-4. Em cinza, cauda de histidina. Em marrom, epitopo
X-press. Em verde, sitio para clivagem pela protease fator Xa. A sequéncia sublinhada representa a
regido de anelamento dos primers TX34PSTIF e Tx34RBAD. Toda a sequéncia nucleotidica foi

confirmada por sequenciamento.
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Figura 18: Andlise da purificagdo da toxina Tx3-4 expressa em E. coli (vetor pBADHis). SDS-
PAGE 4-20% mostrando a purificagdo da toxina recombinante por cromatografia de afinidade
em coluna de niquel. PM: Marcador de peso molecular Dual Color Precision Plus. Coluna 1:
Proteinas soluveis. Coluna 2: Proteinas que ndo se ligaram a resina. Colunas 3, 4, 5 e 6: Lavagens.
Colunas 7, 8 e 9: Eluigbes. A seta esta apontando a toxina recombinante. As proteinas foram coradas

em solugdo RAPIDStain (Novagen).
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Figura 19: Digestdo da proteina de fusdo. a) SDS-PAGE 4-20% mostrando a digestdo da toxina
recombinante por Factor Xa. PM: Marcador de peso molecular Low Range Rainbow (Amersham).
Coluna 1: Tx3-4His sem digestdo. Coluna 2: Tx3-4His digerida. b) Purificagdo da toxina Tx3-4
madura ap6s digestdo. PM: Marcador de peso molecular Low Range Rainbow (Amersham). Coluna
1: Toxina Tx3-4His sem digestdo. Coluna 2: proteina de fusdo digerida com Fator Xa antes da
purificagdo. Coluna 3: Toxina Tx3-4 madura purificada. Coluna 4: Resina de purificagdo de Fator Xa,
mostrando que parte da toxina Tx3-4 ficou retida. b) Identificacdo da toxina recombinante
purificada por immunoblot. PM: Marcador de peso molecular Low Range Rainbow (Amersham).
Coluna 1: Veneno total de Phoneutria nigriventer. Coluna 2: Tx3-4His eluida apds cromatografia de
afinidade. Coluna 3: Tx3-4His apos digestdo por Factor Xa. Anticorpo: IgG anti-veneno total de P.
nigriventer (1:1250). A revelacdo da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western Blotting

Substrate (Pierce).
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Figura 20: Ensaio bioldgico datoxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli (vetor pBADHis).
a) Os sinaptosomas foram incubados por 30 minutos com a toxina recombinante e despolarizados
com 33 mM KCI. A liberagéo de glutamato independente de calcio foi medida na auséncia de Ca** e
na presenca de 2 mM EGTA. A toxina recombinante ndo apresentou nenhum efeito de inibicao da

liberacdo de glutamato. b) Representacdo em barra. Os resultados estdo mostrados como média +

EPM.
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4.5 Clonagem, expresséo e purificacdo da toxina Tx3-6 em E. coli TOP10 (vetor
pBADmMycHis)

4.5.1 Clonagem

Utilizando os primers Tx36ECOF e Tx36PSTR, foi obtido o fragmento de 220
pb que codifica a toxina Tx3-6, através da técnica de PCR. Apés a PCR, o DNA foi
digerido com as enzimas de restricdo EcoRl e Hind lll e clonado no vetor
pBADmycHisC. Bactérias E. coli (TOP10) eletrocompetentes foram transformadas
com o plasmideo recombinante Tx3-6pBADmycHis e as colénias que receberam o
plasmideo foram selecionadas através de PCR. Os plasmideos destas colbnias
foram purificados e digeridos com as enzimas Eco Rl e Hind Ill para confirmagao da
presenca do inserto. O plasmideo recombinante foi purificado e analisado através de
sequenciamento automatico, que mostrou que a sequéncia e o posicionamento do
inserto no vetor estavam corretos. Na figura 21b, pode-se observar a sequéncia
expressa apos indug¢ao do gene promotor.

O plasmideo Tx3-6pBADmycHis codifica uma proteina de 10,8 kDa que
contém a sequéncia da toxina Tx3-6 ligada a um epitopo myc e a uma cauda de 6
histidinas na sua porcdo C-terminal. Além disso, possui uma sequéncia extra de
aminoacidos na regiao N-terminal  MDP SSRSAAGTIWE F I E GR) (Figura
21c)
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Figura 21: Construcéo Tx3-6pBADmycHis. a) Mapa do vetor pBADmycHis. b) Representacéo da

sequéncia codificadora para a toxina Tx3-6 e sua sequéncia de aminoacidos expressa no vetor

pBADmycHis. ¢) Esquema representando a proteina de fuséo e o potencial produto final deste

sistema de expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-6. Em cinza, cauda de histidina. Em rosa,

epitopo myc. Em verde, sitio para clivagem pela protease fator Xa. A sequéncia sublinhada

representa a regido de anelamento dos primers TX36ECOF e Tx36PSTR. Toda a sequéncia

nucleotidica foi confirmada por sequenciamento.
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4.5.2 Expressdo, purificacdo e andlise da proteina Tx3-6mycHis (vetor
pBADmMycHis)

O vetor pPBADmycHis contém o promotor Pgap, que controla a transcricao dos
genes araBAD, responsaveis pelo metabolismo da L-arabinose. O vetor apresenta
ainda nucleotideos que codificam o epitopo myc seguido de uma cauda de seis
aminoacidos histidina apdés o sitio multiplo de clonagem que foram inseridos na
porcao C-terminal da toxina recombinante. Tanto o epitopo myc, quanto a cauda de
histidina favorecem a identificacdo da proteina heteréloga através dos anticorpos
anti-myc e anti-His. Além disso, a cauda de histidina proporciona a possibilidade de
purificacao por afinidade.

O plasmideo recombinante Tx3-6pBADmycHis foi utilizado para transformar
bactérias E. coli TOP10 eletrocompetentes. A expresséao foi realizada por 4 horas
apos indugao com 0,2% de L-arabinose. Apds a expressao, a cultura foi centrifugada
e ressuspendida em solugéo para lise das células (do kit Ni-NTA Purification System
- Invitrogen). As células foram incubadas com 1 mg/mL de lisozima e submetidas a
sonicagao para rompimento da membrana celular e liberacdo das proteinas. Apds o
processo de lise, o extrato foi centrifugado novamente para que ocorresse a
separagao das proteinas soluveis (sobrenadante) das insoluveis (pellet) com os
debris celulares. Amostras de cada uma das fragdes foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida e o gel foi corado com solugédo de Coomassie
Blue R-250. Pode-se observar que a toxina recombinante estava presente
principalmente no sobrenadante (Figura 22a). A purificacédo foi realizada através de
cromatografia de afinidade em coluna de niquel. As amostras da purificacdo foram
corridas em gel de poliacrilamida e, apds coloracdo por Coomassie Blue R-250,
pdde-se observar que apenas uma parte da toxina recombinante se ligou a resina e
foi purificada (Figura 22b).

As amostras eluidas da coluna de afinidade foram submetidas a dialise para a
retirada do imidazol presente no tampéao de eluicdo. As amostras dialisadas, foram
liofilizadas e ressuspendidas em PBS. Ao final do processo de preparagao, foi obtido
0,3 mg de proteina por litro de cultura.

Para testar a identidade da proteina purificada foi realizado um Western
blotting utilizando-se anticorpos anti-myc-peroxidase. Pode-se observar na figura

figura 22c que a banda de 12,6 kDa foi reconhecida pelo anticorpo.
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Figura 22: Anélise da expressdo e purificagdo da toxina Tx3-6 expressa em E. coli (vetor
pBADmycHis)

a) SDS-PAGE 4-12% mostrando a solubilidade da toxina recombinante Tx3-6. PM: Marcador de
peso molecular Dual color Precision Plus Protein. Coluna 1: Proteinas obtidas no tempo 0 de indugéo.
Coluna 2: Proteinas presentes no sobrenadante apos sonicagao e centrifugagédo. Coluna 3: Proteinas
presentes no pellet apds sonicagao e centrifugagédo. Seta: Proteina de aproximadamente 10,9 kDa
expressa. As proteinas foram coradas em solugdo de Coomassie Blue R-250. b) SDS-PAGE 4-12%
mostrando as etapas de purificagdo da toxina recombinante por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel. PM: Marcador de peso molecular. Coluna 1: Proteinas soluveis. Coluna 2:
Proteinas que nao se ligaram a resina. Coluna 3: Primeira lavagem da resina. Coluna 4: Segunda
lavagem da resina. Colunas 5-9: Eluigdes 1 a 5 da toxina recombinante (de um total de 10 elui¢des).
Seta: Regido de peso molecular aproximado ao da toxina recombinante. As proteinas foram coradas
em solugdo de Coomassie Blue R-250. c) Identificagdo da toxina recombinante purificada por
cromatografia de afinidade por imunoblot.. PM: Marcador de peso molecular Precision Plus
Protein. Coluna 1: Extrato bacteriano antes da purificacdo. Coluna 2: Amostra eluida na purificagao
por afinidade (apds didlise e liofilizagdo). Anticorpo: anti-myc peroxidase (1:1000). A revelagdo da

membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western Blotting Substrate (Pierce).
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4.5.3 Teste de atividade da toxina Tx3-6 (vetor pPBADmycHis)

A atividade da toxina recombinante Tx3-6 foi avaliada in vivo utilizando-se um
modelo de dor neurogénica e inflamatéria em ratos. Este método, baseado nos
procedimentos descritos por Dubuisson e Dennis (1977), é capaz de averiguar a
reversao de um processo nociceptivo ja instalado.

Para a sua realizagao, grupos de animais receberam uma injecao intraplantar
de formalina no membro posterior direito e foram observados durante 5 minutos. As
manifestacbes de dor tais como: erguer, lamber e sacudir o membro foram
cronometradas. Esta primeira fase corresponde a fase neurogénica que ocorre
através da estimulacao direta de terminagdes nervosas.

Nove minutos apds a injecao de formalina, os grupos foram tratados via
intratecal com PBS (veiculo), 200 picomoles da toxina Tx3-6 nativa (controle
positivo) e 200 picomoles da toxina Tx36mycHis recombinante (teste). Quinze
minutos apos a injegdo da formalina, os animais, ja na fase inflamatéria da dor,
foram observados por mais 15 minutos e as manifestagbes dolorosas foram
cronometradas novamente. Esta corresponde a segunda fase do teste, onde a dor é
produzida pela liberacdo de mediadores inflamatérios. O periodo de dor foi calculado
e o resultado do teste esta mostrado na figura 23.

O resultado obtido no teste da formalina mostra que a toxina recombinante

apresenta um efeito antinociceptivo semelhante ao da toxina nativa.
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Figura 23: Efeito do tratamento com as toxinas Tx3-6 nativa e recombinante (vetor
pBADmycHis) na fase inflamatéria do teste da formalina em ratos. O tempo de reagéo
corresponde em segundos ao periodo de manifestagdo de dor. N=3-5 por grupo; *p<0,05 (ANOVA
seguido pelo Student-Newman-Keuls test). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

programa GraphPad Prism 3.0.
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4.6 Clonagem, expressao e purificagcdo da toxina Tx3-6 em E. coli ORIGAMI
(vetor pE-SUMO)

4.6.1 Clonagem

Utilizando os primers TX36SUMOF e TX36SUMOR, foi obtido o fragmento de
187 pb que codifica a toxina Tx3-6 através da técnica de PCR. Apés a PCR, o DNA
purificado foi digerido com as enzimas de restrigdo Bsa | e Xba | e clonado no vetor
pE-SUMO através de ligagao utilizando-se a enzima T4 ligase. Bactérias DH5a
eletrocompetentes foram transformadas com 5 ng do plasmideo recombinante Tx3-
6pE-SUMO e as colbnias que receberam o plasmideo foram selecionadas através
de PCR de colbnias.

O sequenciamento do plasmideo recombinante mostrou que a sequéncia e o
posicionamento do inserto no vetor estavam corretos. O plasmideo Tx3-6pE-SUMO
codifica uma proteina de aproximadamente 24 kDa que contém a sequéncia da
toxina Tx3-6 ligada a proteina Smt3 de levedura e a uma cauda de 6 histidinas na

sua porcao N-terminal (Figura 24b).

4.6.2 Expresséo e purificagdo da toxina Tx3-6 (vetor pE-SUMO)

O plasmideo recombinante Tx3-6pE-SUMO foi utilizado para transformar
bactérias E. coli ORIGAMI pGro7 eletrocompetentes e a expressao da proteina
recombinante foi induzida com 0,6 mM de IPTG a 18° C por 18 horas (Figura 25a). A
cultura foi centrifugada e mantida a -80° C para posterior purificacéo.

Apos a lise das bactérias no French Press, o lisado foi centrifugado e o
sobrenadante purificado através de cromatografia de afinidade em resina de niquel
(Figura 25b). O rendimento nessa etapa foi de 6 mg de proteina por litro de cultura.
As proteinas eluidas foram dialisadas e digeridas pela enzima SUMO protease | para
clivagem da cauda. A digestdo foi analisada por SDS-PAGE como pode ser
observado na figura 26a. Na amostra digerida, foram observadas 3 bandas que
correspondem a protease (26 kDa), a cauda de fusdo (18 kDa) e a toxina Tx3-6
madura (10 kDa). Apdés a digestdo, a protease e a cauda His-SUMO foram
separadas da toxina recombinante por fase reversa em coluna Vydac C8 (Figura

26b), de onde foram eluidos 2 picos. O primeiro pico, foi eluido apos 33 minutos de
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retencdo e o segundo, apdés 38 minutos. As eluicbes foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida seguida por coloragdo por Comassie blue
(Figura 26c¢). Pode-se observar no gel que o primeiro pico apresentou uma banda de
cerca de 10 kDa que corresponde a toxina Tx3-6 madura e o segundo pico
apresentou uma banda de 18 kDa que corresponde a cauda 6xHis-SUMO. A toxina
Tx3-6 recombinante foi liofilizada para utilizagao posterior. O rendimento final foi de 2

mg de proteina por litro de cultura.

4.6.2.1 Dicroismo circular

A estrutura secundaria da toxina Tx3-6 recombinante foi comparada com a
estrutura da toxina nativa através de espectroscopia de dicroismo circular (DC) na
regido espectral distante do ultravioleta (190-260 nm). Na figura 27 podemos
observar o espectro obtido das duas toxinas.

Analises feitas utilizando-se o software K2d indicaram a presenca
predominante de enovelamento randémico seguido de folhas-3 para ambas, porém,
a toxina recombinante visivelmente ndo estd enovelada da forma correta,

apresentando um espectro totalmente diferente da toxina nativa.

4.6.2.2 Liberacao de glutamato

Para testarmos se a toxina recombinante apresentava alguma atividade,
utilizamos o teste do glutamato. O resultado do teste comprovou que a toxina
recombinante foi expressa apresentando um enovelamento incorreto. Duas
concentracdes da toxina Tx3-6 recombinante foram testadas e nenhuma apresentou
efeito bloqueador na liberagdo de glutamato em sinaptosomas corticais de

camundongos despolarizados com 33 mM de KCI (Figura 28).
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Figura 24: Construcdo Tx3-6pESUMO. a) Mapa do vetor pESUMO. b) Representacdo da

sequéncia codificadora para a toxina Tx3-6 e sua sequéncia de aminoacidos expressa no vetor
pESUMO. c) Esquema representando a proteina de fusdo e o potencial produto final deste
sistema de expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-6. Em cinza, cauda de histidina. Em
alaranjado, sequéncia da proteina SUMO (Smt3). Seta verde, sitio para clivagem pela protease
SUMOprotease |. A sequéncia sublinhada representa a regido de anelamento dos primers
TX36SUMOF e Tx36SUMOR. Toda a sequéncia nucleotidica foi confirmada por sequenciamento.
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Figura 25: Analise da expresséo e purificacdo da toxina Tx3-6 expressa em E. coli (vetor pE-
SUMO)

a) SDS-PAGE 4-12% mostrando a expresséo da toxina recombinante Tx3-6SUMO. PM: Marcador
de peso molecular Dual color Precision Plus Protein. Coluna 1: Extrato bacteriano antes da indugao
com 0,6 mM IPTG. Coluna 2: Extrato bacteriano apoés indugdo com 0,6 mM IPTG. Seta: Proteina de
24 kDa expressa. b) SDS-PAGE 4-12% mostrando a purificagdo da toxina recombinante por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel. PM: Marcador de peso molecular. Coluna 1:
Proteinas que nao se ligaram a resina. Colunas 2, 3 e 4: Elui¢cdes. Seta: toxina recombinante. As
proteinas foram coradas em solu¢cdo RAPIDStain (Novagen).
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Figura 26: Digestdo e purificacdo da toxina Tx3-6 recombinante. a) SDS-PAGE 4-12%
mostrando a digestdo da toxina recombinante Tx3-6SUMO. PM: Marcador de peso molecular
Dual color Precision Plus. Coluna 1: Tx3-6SUMO sem digestdo. Coluna 2: Tx3-6SUMO digerida. b)
Purificagdo da toxina recombinante Tx3-6. Apods a digestdo com a SUMOprotease | (1:100), a
toxina recombinante foi purificada por fase reversa em coluna Vydac C8 em um gradiente de 0,1%
TFA em acetonitrila. c) SDS-PAGE 4-20% dos dois picos eluidos na fase reversa. PM: Marcador
de peso molecular. Coluna 1: Toxina Tx3-6 recombinante. Coluna 2: cauda 6xHis-Smt3. O gel foi
corado por com o reagente RAPIDStain (Novagen). As setas indicam as bandas que correspondem a

proteina de fusdo, a cauda SUMOHis e a toxina madura.
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Figura 27: Espectros de dicroismo circular das toxinas Tx3-6 nativa e recombinante. Os
espectros foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco-810. A medigéo foi realizada na faixa de

195 - 260 nm, a 25°C.
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Figura 28: Ensaio bioldgico da toxina recombinante Tx3-6 expressa em E. coli (vetor pE-
SUMO). Os sinaptosomas foram incubados por 30 minutos com a toxina recombinante e
despolarizados com 33 mM KCI. A liberagdo de glutamato independente de calcio foi medida na
auséncia de Ca’" e na presenca de 2 mM EGTA. A toxina recombinante n&o apresentou efeito de

inibicdo da liberacdo de glutamato. Os resultados estdo mostrados como média £ EPM.
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4.7 Clonagem, expressao e purificacdo da toxina Tx3-4 em E. coli ORIGAMI
(vetor pE-SUMO)

4.7.1 Clonagem

Utilizando os primers Tx34SUMOF e Tx34SUMOR, o fragmento de 256 pb
que codifica a toxina Tx3-4 foi obtido através da técnica de PCR. Apés a PCR, o
DNA purificado foi digerido com as enzimas de restricdo Bsa | e Xba | e clonado no
vetor pE-SUMO através de ligagéo utilizando-se a enzima T4 ligase. Bactérias DH5a
eletrocompetentes foram transformadas com 5ng do plasmideo recombinante Tx3-
4pE-SUMO e as colbnias que receberam o plasmideo foram selecionadas através
de PCR de colbnias.

O sequenciamento do plasmideo recombinante mostrou que a sequéncia e o
posicionamento do inserto no vetor estavam corretos. O plasmideo Tx3-4pESUMO
codifica uma proteina de aproximadamente 26 kDa que contém a sequéncia da
toxina Tx3-4 ligada a proteina Smt3 de levedura e a uma cauda de 6 histidinas na

sua porcao N-terminal (Figura 29b e c).

4.7.2 Expresséao, purificacao e andlise da toxina Tx3-4-SUMO

O plasmideo recombinante Tx3-4pE-SUMO foi utilizado para transformar
bactérias E. coli ORIGAMI pGro7 eletrocompetentes e a expressao da proteina
recombinante foi induzida com 0,6 mM de IPTG a 18° C por 18 horas. Apds a lise
das bactérias, o extrato foi centrifugado para separacado das proteinas soluveis das
insoluveis e amostras de cada fracao foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Foi observado que a toxina recombinante Tx3-4SUMO estava
presente nas duas fragdes (Figura 30) e resolvemos entdo, purifica-la a partir de

ambas.
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Figura 29: Construcdo Tx3-4pESUMO. a) Mapa do vetor pESUMO b) Representacdo da

H

sequéncia codificadora para a toxina Tx3-4 e sua sequéncia de aminoacidos expressa no vetor
pESUMO. c) Esquema representando a proteina de fusdo e o potencial produto final deste
sistema de expressdo. Em azul, sequéncia da toxina Tx3-4. Em cinza, cauda de histidina. Em
alaranjado, sequéncia da proteina SUMO (Smt3). Seta verde, sitio para clivagem pela protease
SUMOprotease |. A sequéncia sublinhada representa a regido de anelamento dos primers

TX34SUMOF e Tx34SUMOR. Toda a sequéncia nucleotidica foi confirmada por sequenciamento.
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Figura 30: Solubilidade da toxina recombinante Tx3-4SUMO. SDS-PAGE 4-20% mostrando que a
toxina foi expressa parcialmente sollvel e parcialmente insolivel. PM: Marcador de peso molecular
Dual color Precision Plus Protein. Coluna 1: Proteinas obtidas no tempo 0 de indugdo. Coluna 2:
Proteinas presentes no pellet apds lise das bactérias. Coluna 3: Proteinas presentes no sobrenadante
apods lise. Seta: Proteina de fusdo Tx3-4SUMO. As proteinas foram coradas com o reagente
RAPIDstain (Novagen).
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4.7.2.1 Purificacdo sob condicdes nativas

Apés a lise das bactérias no French Press, o lisado foi centrifugado e o
sobrenadante purificado através de cromatografia de afinidade em resina de niquel,
de onde foram obtidos cerca de 5 mg de proteina de fusdo (Figura 31a). As
proteinas eluidas foram dialisadas e digeridas pela enzima SUMO protease | para
clivagem da cauda N-terminal. A digestao foi analisada por western blot utilizando-se
anticorpos anti-veneno total da P. nigriventer, que mostraram que a proteina foi
expressa na fase de leitura correta (Figura 31b).

Tanto a proteina SUMO (parte da proteina recombinante; ver figura 29),
quanto a SUMOprotease | (enzima utilizada para separar a cauda (His-SUMO) da
proteina expressa (Tx3-4), contém uma cauda de histidina para facilitar sua
separagao da toxina recombinante apds a clivagem da cauda. Esperava-se que,
uma vez realizada a digestédo, a cauda e a protease possam ser purificadas usando-
se a resina de niquel e que a proteina Tx3-4 seja eluida. Entretanto, quando
tentamos esse processo de purificagdo apds a digestdo, a toxina Tx3-4 madura
permaneceu ligada a resina mesmo apds uma lavagem com imidazol, sugerindo
uma forte ligacao inespecifica com a resina (Figura 32).

Portanto, para conseguir purificar a toxina Tx3-4 madura tivemos que utilizar
separagao em fase reversa em coluna Vydac C8 (Figura 33a). As eluigbes foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida seguida por coloragéo por prata
(Figura 33b) que nos mostrou que a toxina Tx3-4 recombinante foi totalmente
purificada, eluindo apés 30 minutos de retencdo. O rendimento de toxina Tx3-4
soluvel expressa neste sistema foi de cerca de 0,8 mg de proteina (Tabela 8). Apos

a obtencgao da toxina pura, sua atividade biolégica foi testada.

4.7.2.1.1 Medicao de calcio intrasinaptosomal

A medida de caélcio intrasinaptosomal é feita utilizando-se o marcador
fluorescente de calcio Fura2-AM. O Fura2-AM atravessa membranas celulares e,
uma vez dentro das células, o grupamento acetoximetil € removido por esterases
celulares, deixando o Fura2 livre. Na presenca de Fura2, o aumento de calcio no
citoplasma devido a despolarizagdo da membrana, causa um aumento na

fluorescéncia (Romano-Silva, Ribeiro-Santos et al. 1993). Neste teste, sinaptosomas
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corticais de camundongos foram marcados com Fura2-AM por 1 hora e
despolarizados com 33 mM KCI.

A concentragdo de célcio no interior de terminais nervosos aumentou para
77.6 £ 1.9 nM apds despolarizagdo com 33 mM de KCI. Toxinas Tx3-4 nativa e
recombinante (16 nM) foram incubadas por 6 minutos antes da despolarizagédo dos
sinaptosomas e diminuiram o aumento de calcio para 53.4 + 1.3 nM e 63.5 £ 1.2 nM,
respectivamente. Analise estatistica mostrou que ambas as toxinas apresentam um
efeito significativo comparadas com o controle (p<0.001) e que o efeito da toxina

recombinante foi menor que o da nativa (p<0.004) (Figura 34).

4.7.2.1.2 Liberacdo de glutamato

A liberacdo de glutamato ativada pela despolarizagéo de sinaptossomas por
33 mM KCI na presenca de Ca** foi de 12.3 + 0.3 nmol/mg de proteina. A liberacéo
de glutamato independente de Ca®* foi medida na auséncia de Ca®" e presenca de 2
mM EGTA e foi de 8.1 £ 0.5 nmol/mg. Toxinas Tx3-4 nativa e recombinante foram
adicionadas a suspensédo sinaptosomal 30 minutos antes do teste. A liberacdo de
glutamato foi diminuida para 7.9 + 0.3 nmol/mg pela toxina nativa (16 nM) e para 8.8
+ 0.4 nmol/mg pela toxina recombinante (16 nM) apresentando uma diferenga
estatistica significativa de ambas em relagdao ao controle (p<0.001) (Figura 35).
Apesar da diferenga entre as toxinas nativa e recombinante no bloqueio de calcio,
nao houve diferenca entre ambas no bloqueio da liberacdo de glutamato (p<0.49).
Estes resultados mostram que as toxinas nao apresentaram efeito na liberagdo de
glutamato independente de calcio quando comparadas com o controle EGTA

(p=0.995 para a nativa e p=0.721 para a recombinante).

4.7.2.2 Purificacdo sob condicdes desnaturantes

A maior parte da toxina recombinante Tx3-4SUMO foi expressa de forma
insoluvel e agregou em corpos de inclusdo. Os corpos de inclusdo foram
solubilizados em tampao contendo 6 M Guanidina-HCI (Figura 36a) e a toxina
recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel sob
condigdes desnaturantes, de onde foram obtidos cerca de 20 mg de proteina de

fusdo (Figura 36b). Apds a didlise para troca de tampao, a proteina de fusdo foi
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digerida pela SUMOprotease | como podemos observar na figura 36b, e separada
da cauda através de nova purificacdo em coluna Vydac C8 - HPLC (Figura 36¢). A

toxina Tx3-4 eluida foi liofilizada e armazenada a - 20° C para posterior renaturago.
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Figura 31: Analise da expressao, purificacdo e digestdo da toxina recombinante Tx3-4SUMO.

a) SDS-PAGE 4-20% mostrando a expressao e os passos de purificagdo da toxina Tx3-4SUMO
por cromatografia de afinidade. PM: Marcador de peso molecular Dual color Precision Plus. Coluna
1: Controle antes da indugdo com 0,6 mM IPTG. Coluna 2: Apds indugdo com 0,6 mM IPTG. Coluna
3: Proteina soluveis obtidas apds lise celular. Coluna 4: Proteinas que ndo se ligaram a coluna.
Coluna 5: Eluigdo. b) Anélise da digestdo e indentificagcdo imunoquimica da proteina Tx3-
4SUMO. Coluna 1: Proteina recombinante Tx3-4SUMO. Coluna 2: Proteina Tx3-4SUMO digerida com
a SUMOprotease |. Coluna 3: Veneno total da P. nigriventer. Anticorpo: anti-veneno total de P.
nigriventer (1:1250). A revelagdo da membrana foi realizada utilizando-se o ECL Western Blotting

Substrate (Pierce).
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Figura 32: Purificacdo da toxina Tx3-4 madura ap6s digestdo. PM: Marcador de peso molecular
Dual color Precision Plus. Coluna 1: Proteina de fusdo Tx3-4SUMO. Coluna 2: Digestao da proteina
de fusdo pela SUMOprotease |. Coluna 3: Sobrenadante apds incubagdo com a resina Ni-NTA
agarose. Coluna 4: Sobrenadante apds lavagem da resina. Coluna 5: Resina Ni-NTA agarose
mostrando que a toxina Tx3-4 digerida se ligou a resina de niquel inespecificamente. Setas indicam
as posigdes das bandas que representam a proteina de fusdo, a cauda 6HisSUMO e a toxina Tx3-4

madura. O gel foi corado com a solu¢gdo RAPIDStain (Novagen).
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Figura 33: Purificacdo da toxina recombinante Tx3-4. Apods a digestdo com a SUMOprotease |
(1:100), a toxina recombinante foi purificada por fase reversa em coluna Vydac C8 em um gradiente
de 0,1% TFA em acetonitrila. a) Cromatograma obtido na purificagdo. b) SDS-PAGE 4-20% dos dois

picos eluidos na fase reversa. O gel foi corado por prata através do kit Silver Stain Plus (Bio-Rad).



108

Tabela 8: Purificacdo da toxina Tx3-4 recombinante soluvel

Fracao Proteinatotal (por L de cultura)
Extrato soluvel® 350 mg
Proteina de fusao (Purificagédo por afinidade)* 5.3mg
Digerida e purificada (HPLC) P 0.5-0.8mg

*Dosado como kit D, Protein assay da Bic-Rad
b Dosado porabsorbéncia Asgnnm
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Figura 34: Efeito biolégico da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli (vetor pESUMO)
no aumento da concentracdo de Ca’’ intrasinaptosomal. Sinaptosomas foram marcados com
fura-2AM e despolarizados com 33 mM KCI apds 6 minutos de incubagédo com as toxinas Tx3-4 nativa

2+]i foi calculada através de método fluorimétrico e os resultados estdo

e recombinante. A [Ca
mostrados como média + EPM da concentragao intrasinaptosomal de calcio (nM). Ambas as toxinas
apresentaram um efeito bloqueador comparadas ao controle e a toxina recombinante apresentou uma
inibicdo menor do que a toxina nativa. ANOVA seguido pelo teste de Tukey foram usados para

determinar diferenca estatitiscamente significativa. * P < 0.001, * P < 0.004.
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Figura 35: Efeito biolégico da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli (vetor pESUMO)
na liberagcdo de glutamato.

a) Os sinaptosomas foram incubados por 30 minutos com as toxinas Tx3-4 nativa e recombinante e
despolarizados com 33 mM KCI. A liberagdo de glutamato independente de calcio foi medida na
auséncia de Ca®* e na presenca de 2 mM EGTA. A toxina recombinante apresentou o mesmo efeito
de inibicao da liberagédo de glutamato que a toxina nativa. b) Representacdo em barra. Os resultados
estdo mostrados como média £+ EPM de liberagcdo de glutamato (nmol/mg de proteina). ANOVA
seguido pelo teste de Tukey foram usados para determinar diferenca estatitiscamente significativa.

* P < 0.001.
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Figura 36: Digestéo e purificacdo da toxina recombinante Tx3-4SUMO obtida sob condi¢cdes
desnaturantes. a) SDS-PAGE 4-20% mostrando a solubilizagdo dos corpos de inclusdo. PM:
Marcador de peso molecular Dual color Precision Plus. Coluna 1: Corpos de inclusdo solubilizados
em 6 M Guanidina-HCI (seta). b) SDS-PAGE 4-20% mostrando a digestao da proteina de fusao
Tx3-4SUMO. PM: Marcador de peso molecular Dual color Precision Plus. Coluna 1: Tx3-4SUMO
eluida na purificagdo por afinidade. Coluna 2: Tx3-4SUMO digerida pela enzima SUMOprotease I. c)
Purificagdo da toxina recombinante PnTx3-4. Apds a digestdo com a SUMOprotease | (1:100), a
toxina recombinante foi purificada por fase reversa em coluna Vydac C8 em um gradiente de 0,1%

TFA em acetonitrila.
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4.7.2.3 Renaturacdo e analise da toxina recombinante renaturada

4.7.2.3.1 Experimento piloto de renaturagao

A toxina purificada sob condi¢cdes desnaturantes precisou ser renaturada para
assumir a conformacdo correta da toxina Tx3-4. Primeiramente, foi feito um
experimento piloto de renaturacdo baseando-se no kit de renaturacdo de proteinas
da Thermo Scientific Pierce. O teste piloto testou 9 condicbes diferentes, que
apresentavam uma mudancga na concentracdo de agentes desnaturantes variando
de 0-1,4 M de guanidina e 0-0,8 M de L-arginina. Além disso, como o enovelamento
de proteinas contendo pontes dissulfeto € dependente do ambiente redox, diferentes
niveis e proporgdes de glutationa reduzida e oxidada ([GSH]:[GSSG]) foram testados
(Tabelas 4 e 5). As reagdes de renaturagao foram realizadas a 4°C por 24 horas. As
amostras renaturadas foram submetidas a fase reversa em coluna Vydac C18 para
dessalinizagdo, purificagdo de possiveis agregados e analise do perfil
cromatografico. Os picos obtidos na fase reversa para cada uma das condi¢des
testadas foram comparados com o pico da toxina recombinante Tx3-4 purificada de
forma soluvel (Figura 37a). Escolhnemos testar a atividade biolégica das toxinas
renaturadas que apresentaram perfis cromatograficos mais semelhantes ao da
toxina recombinante funcional, (condi¢des #5-9 Figura 37a). O teste de liberagao de
glutamato foi utilizado para testar a atividade bioldgica.

Na figura 37b, pode-se observar o resultado do teste de liberagdo de
glutamato que mostra que apenas uma das condigdes testadas propiciou o correto
enovelamento da toxina Tx3-4. Cerca de 100 nM de toxina recombinante renaturada
em cada condicao foi testado e apenas a correpondente a condicdo #5 (Tabelas 6 e

7) bloqueou a liberagéo de glutamato em cerca de 30%.



113

35% . 34%

Glutamate release (nmol/mg of protein)

oll :
\‘o\ 0«?‘ S A
°o° <

Figura 37: Analise do teste piloto de renaturacdo. a) Comparacédo dos picos obtidos na fase
reversa das amostras renaturadas. As condi¢coes #2, #3 e #4 foram eliminadas por terem eluido em
concentragdes diferentes de ACN quando comparadas com a toxina solavel (S). b) Teste de
liberacdo de glutamato das amostras renaturadas. Apenas a toxina renaturada sob a condigdo #5
bloqueou 30% da liberagdo de glutamato. Os resultados estdo mostrados como média + EPM de
liberagao de glutamato (nmol/mg de proteina). Kruskal-Wallis ANOVA em ranks seguido pelo teste de
de comparagao multipla de Dunn foram usados para determinar diferenca estatistica significativa. * P
< 0,05.
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4.7.2.3.2 Renaturacao da toxina recombinante Tx3-4

O teste piloto mostrou que a condigao #5 foi a melhor para a renaturagéo da
toxina Tx3-4 recombinante. Nesta condigdo, a toxina desnaturada e reduzida foi
renaturada através de diluicdo em tampao contendo 0,55 M guanidina e 0,44 M L-
arginina e um ambiente redox formado pela propor¢gdo de 1 mM GSH : 1 mM GSSG.
Os experimentos em maior escala foram, portanto, realizados nas mesmas
condicoes.

A toxina Tx3-4 pura e liofilizada foi ressuspendida em tampao desnaturante
contendo 6 M guanidina e teve suas pontes dissulfeto reduzidas com 10 mM DTT.
Apos a remocao do DTT, a toxina foi diluida no tampéo de renaturacédo #5 em
pequenas aliquotas de cada vez, afim de se minimizar a formagéo de agregados. A
reagdo de renaturagdo foi conduzida a 4°C, por 24 horas. A diferenga dos perfis
cromatograficos entre a toxina desnaturada e reduzida e a toxina renaturada foi
analisada através de fase reversa em coluna Vydac C18 como podemos observar na
figura 38. A toxina desnaturada e reduzida, por apresentar uma conformacgéao aberta
e sem pontes dissulfeto, se liga mais fortemente a coluna e foi eluida em 40% de
0,1%TFA em acetonitrila, enquanto a toxina renaturada eluiu em 34% de 0,1%TFA
em acetonitrila, indicando uma mudancga na conformacao. Apds todos os processos
de purificagdo e renaturagéo, foram obtidos cerca de 2 mg de toxina recombinante
por litro de cultura (Tabela 9).

A atividade biolégica da proteina renaturada foi testada em sinaptosomas

corticais de camungos através da medigao da liberagao de glutamato.
4.7.2.3.3 Liberacao de glutamato

A liberagédo controle de glutamato em sinaptosomas despolarizados com 33
mM KCI foi de 14,8 £ 0,7 nmol/mg de proteina. A liberagdo de glutamato
independente de Ca?* foi de 8,4 + 0,5 nmol/mg. A toxina Tx3-4 renaturada nas
concentragoes de 0.036, 0.36 and 1.44 yM diminuiu essa liberagao para 13,1 + 1,2,
10,7 £ 0,4 and 9,3 + 1,0 nmol/mg, respectivamente, mostrando uma inibicao de 11,4,
27,7 and 37,1% (Figura 39).



115

B A
1.00 14 " /

|
|

075 |

E 3

-

T

i

0

8  os50

|

[4+]

o)

| =

(o]

[77]

o)

<

0.25

0.00 |~ L/\JJ_ C%-

20 35 50

Time (min)

Figura 38: Renaturacéo da toxina recombinante Tx3-4 expressa em E. coli (vetor pE-SUMO).

A toxina Tx3-4 reduzida foi renaturada por diluicdo na presengca de 1 mM de glutationa reduzida
(GSH) e 1 mM de glutationa oxidada (GSSG). Os perfis cromatograficos da toxina antes e depois da
renaturacao foram obtidos por fase reversa em coluna Vydac C18. A: Tx3-4 desnaturada e reduzida.
B: Tx3-4 renaturada.
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Tabela 9: Purificagdo da toxina Tx3-4 recombinante dos corpos de inclusao

Fracao Proteina total (por L de cultura)

Massa do extrato de Gnd-HCI® 580 mg
Proteina de fusio (Purificagdo por afinidade) ? 19.5 mg
Digerida e purificada (HPLC) °© 3.0 mg
Renaturada ° 1.5 -2.0 mg

a Calculado pela diferenca entre o pellet obtido apos lise e o pellet apos
extracdao com 6 M Guanidina-HCI

bDosado com o kit D, Protein assay da Bio-Rad

¢ Dosado por absorbancia Asggnm
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Figura 39: Efeito biolégico da toxina recombinante renaturada Tx3-4 expressa em E. coli (vetor
pESUMO) na liberacéo de glutamato.

a) Os sinaptosomas foram incubados por 30 minutos com diferentes concentragdes da toxina Tx3-4
renaturada e despolarizados com 33 mM KCI. A liberagdo de glutamato independente de calcio foi
medida na auséncia de Ca®* e na presenca de 2 mM EGTA. A toxina renaturada apresentou efeito
inibitério dose-dependente, chegando a bloquear cerca de 37% a liberacdo de glutamato na
concentragao de 1,44 uM. b) Representagdo em barra. Os resultados estdao mostrados como média

+ EPM de liberagéo de glutamato (nmol/mg de proteina). ANOVA seguido pelo teste de Tukey foram
usados para determinar diferenca estatistica significativa. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, *

representa nivel de significAncia quando comparado ao controle. + representa nivel de significancia

quando comparado a 0,036 uM da toxina renaturada.



118

4.7.2.3.4 Dicroismo circular

A estrutura secundaria da toxina Tx3-4 renaturada foi investigada por
espectroscopia de dicroismo circular (DC) na regido espectral do ultravioleta (195-
260 nm). Na figura 40 podemos observar o espectro obtido da toxina recombinante
Tx3-4 renaturada.

Analise feita pelo software K2d indicou que a estrutura predominante na
molécula é de enovelamento randémico, mas indicou a presencga de estruturas de a-

hélice e, em menor quantidade, folhas-f3.
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Figura 40: Espectro de dicroismo circular da toxina Tx3-4 renaturada. O espectro foi obtido em
um espectropolarimetro Jasco-810. A medigao foi realizada na faixa de 195 - 260 nm, a 25°C.
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4.8 Expressdao da toxina Tx3-4SUMO em meio restritivo M9

Na tentativa de obtermos a toxina Tx3-4 marcada isotopicamente para
andlises estruturais por espectroscopia de ressonadncia magnética nuclear, nos
tentamos padronizar a expressao da toxina Tx3-4 no vetor pE-SUMO em bactéria E.
coli ORIGAMI. A expressao foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida
seguida por coloragédo pelo reagente RAPIDstain. A figura 41a corresponde ao gel
da expressdo e nao foi possivel visualizar a banda da proteina recombinante na
faixa de massa molecular esperada (26 kDa). Para termos certeza se a toxina estava
sendo expressa noés fizemos um western blot e utilizamos como controle a
expressao da Tx3-4SUMO em ORIGAMI em meio LB (Figura 41b). No6s podemos
observar que anticorpos anti-veneno total da P. nigriventer reconheceram a banda
de expressdo apenas na amostra de expressdo em LB indicando que a toxina ndo
estava sendo expressa em meio restritivo M9. Nos tentamos diferentes condigdes de
expressao alterando a temperatura, DO de indugdo, troca de meio gradual e
concentracdo de IPTG e em nenhuma tentativa n6s conseguimos expressar a Tx3-
4SUMO em ORIGAMI em meio M9 (dados ndao mostrados). Nos resolvemos testar
ao mesmo tempo a expressao da Tx3-4SUMO em E. coli BL21 (DE3) em meio M9 e
meio LB e fizemos um western blot comparando com a expressdo em ambos 0s
meios utilizando a bactéria ORIGAMI. Na figura 41c, nés podemos observar que a
toxina nao foi expressa apenas na bactéria ORIGAMI em meio M9, mostrando uma
incompatibilidade na expressao da toxina Tx3-4SUMO utilizando-se esta bactéria e o
meio restritivo M9. Apesar de a toxina ter sido expressa em M9 utilizando-se a
bactéria BL21 (DE3), nés ndo pudemos utiliza-la para analises estruturais porque a
toxina expressa nesta linhagem de bactéria ndo é funcional e melhores condi¢des de
renaturagdo devem ser obtidas para a obtencado de quantidades suficientes de toxina
para RMN.
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Figura 41: Expressdo da toxina Tx3-4SUMO em meio restritivo M9. a) SDS-PAGE 4-20% da
expressao da toxina Tx3-4SUMO em ORIGAMI em M9. PM: Marcador de peso molecular Dual color
Precision Plus. Coluna 1: Controle antes da indugao da expressao com IPTG. Coluna 2: Apés indugéo
com IPTG. b) Imunoblot comparando a expressao da toxina Tx3-4SUMO (ORIGAMI) em meio
M9 e LB. PM: Marcador de peso molecular Dual color Precision Plus. Coluna 1: Pré-indugao em meio
M9. Coluna 2: pés-indugdo em meio M9. Coluna 3: Pré-indugao em meio LB. Coluna 4: pés-indugao
em meio LB. Coluna 5: Veneno total. ¢) Imunoblot comparando a expressdo da toxina Tx3-
4SUMO em béacterias ORIGAMI e BL21 (DE3) e em meios M9 e LB. Coluna 1: Pré-indugdo em
BL21 (DE3) / LB. Coluna 2: Pés-indugdo em BL21 (DE3) / LB. Coluna 3: Pré-indugdo em BL21 (DE3)
/ M9. Coluna 4: Pés-indugdo em BL21 (DE3) / M9. Coluna 5: Pré-indugdo em ORIGAMI / LB. Coluna
6: Pds-indugdo em ORIGAMI / LB. Coluna 7: Pré-indugdo em ORIGAMI /M9. Coluna 8: Pés-indugédo
em ORIGAMI / M9. Anticorpo: anti-veneno total de P. nigriventer (1:1250). A revelagdo da membrana

foi realizada utilizando-se o ECL Western Blotting Substrate (Pierce).
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5 DISCUSSAO

Toxinas do veneno da aranha Phoneutria nigriventer despertaram um grande
interesse cientifico nas ultimas décadas devido ao seu potencial farmacoldgico. As
toxinas Tx3-6 e Tx3-4, isoladas da fragdo PhTx3, sdo potentes bloqueadoras de
canais de calcio sensiveis a voltagem, principalmente dos tipos N, P/Q e R (Prado,
Guatimosim et al. 1996; Guatimosim, Romano-Silva et al. 1997; Vieira, Kushmerick
et al. 2005). Devido a sua acgdo de inibicdo do influxo de calcio e bloqueio da
liberagdo do neurotransmissor glutamato, estas toxinas foram testadas como
potenciais agentes teraupéuticos no tratamento da dor e na neuroprotegédo. A Tx3-6
apresentou um efeito analgésico em modelos de dor aguda e persistente, enquanto
a Tx3-4 se mostrou eficaz prevenindo a morte celular apés lesao isquémica em
fatias de hipocampo (Souza, Ferreira et al. 2008; Pinheiro, da Silva et al. 2009).

A obtencao destes peptideos diretamente do veneno € um processo caro,
dispendioso e pouco produtivo. Segundo Cordeiro e colaboradores (1993), partindo-
se de 678 mg de veneno, o rendimento de purificagdo das toxinas apds fase reversa
e troca ibnica (HPLC) foi de 683 ug para a Tx3-6 e de 665 ug para a Tx3-4. Como
cada aranha produz em torno de 1,25 mg de veneno por extracdo (Lucas 1988),
para a obtengdo de 1 mg de cada uma das toxinas, seria necessario extrair o
veneno de mais de 1.000 aranhas.

Essa dificuldade em se obter grandes quantidades destes peptideos € um
grande obstaculo na continuidade de testes farmacoldgicos e estruturais que
levariam ao desenvolvimento de novas drogas. O avango da tecnologia do DNA
recombinante nas ultimas décadas tornou possivel a produgcdo de proteinas em
grandes quantidades. A clonagem génica em vetores de expressdo possibilita a
insercdo de genes exdgenos em células de bactérias, leveduras, insetos e
mamiferos, fazendo com que estes organismos produzam proteinas de interesse em
quantidades praticamente ilimitadas (Alberts 2002; Brown 2003).

Este trabalho teve, portanto, o objetivo de estabelecer as melhores condigbes
para obtencdo de grandes quantidades das toxinas Tx3-6 e Tx3-4 funcionais através

da expressao destas toxinas recombinantes em sistemas heterélogos.
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5.1 Expressédo em Pichia pastoris (vetor pPICZ)

O primeiro hospedeiro utilizado na tentativa de obtermos a toxina Tx3-6
funcional foi a levedura Pichia pastoris. A nossa escolha se deveu ao fato de a
Pichia, por se tratar de um organismo eucarioto, apresentar algumas vantagens em
relacdo a utilizacdo de bactérias como hospedeiro como, por exemplo, a
disponibilidade de um ambiente mais propicio a modificacbes pds-traducionais, que
incluem enovelamento, glicosilagdo e metilagdo (Li, Anumanthan et al. 2007). O
vetor pPICZ possui o promotor Paox1, que regula a produgdo da enzima alcool
oxidase, responsavel por guiar a expressado da proteina heterdloga em Pichia. Este
vetor havia sido utilizado com sucesso na superexpressao de algumas toxinas de
aranha, como a toxina GsMTx4 da tarantula Grammostola spatulata (Park, Kim et al.
2008) e a Huwentoxina 1 da aranha Selenocosmia Huwena (Nie, Li et al. 2002).
Estas toxinas, quando expressas em Pichia usando o vetor pPICZ, mostraram-se
funcionais e tiveram um alto rendimento (>80 mg/L). Uma grande vantagem do vetor
pPICZ é a expressdo da proteina recombinante em fusdo com uma cauda de
aminoacidos histidina, que favorece a purificagdo da proteina produzida por
afinidade em resina de Ni%*.

O rendimento obtido para a expressdo da toxina Tx3-6 recombinante em
Pichia foi muito baixo, sendo que a quantidade de toxina obtida apds a expressao
em 3 litros de cultura foi tao pequena que s6 pdde ser detectada através de western
blot. Uma das possiveis razées para a baixa expressao da toxina Tx3-6 é o fato de
nao termos utilizado os coédons preferenciais da P. pastoris durante a clonagem do
cDNA. A expressao do dominio F2 do antigeno ligador de eritrocitos (EBA-175) de P.
falciparum em Pichia nao foi detectada quando utilizaram os cdédons nativos da
proteina e a alteracéo para os cédons preferenciais de Pichia rendeu uma expressao
de 250 mg/L de cultura (Yadava and Ockenhouse 2003). Uma outra possibilidade
para o baixo rendimento seria a presenga de proteases ativas que degradam
proteinas estranhas em leveduras, sendo esta, uma grande desvantagem deste
sistema (Daly and Hearn 2005). Algumas linhagens de leveduras livres de proteases
ja estdo disponiveis comercialmente, porém, sdo menos viaveis, crescem mais
devagar e sao mais dificeis de se transformar (Cereghino and Cregg 2000).

Apesar do citoplasma de hospedeiros procariotos ndao apresentarem as

melhores condicbes para modificacbes pbs-traducionais, iniUmeras proteinas
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eucariodticas apresentando pontes dissulfeto foram expressas com sucesso em
Escherichia coli, incluindo varias toxinas isoladas do veneno de aranhas (Diniz,
Theakston et al. 2006; Xia, Chen et al. 2006; Pi, Liu et al. 2007; Pluzhnikov,
Vassilevski et al. 2007; Che, Wang et al. 2009). Devido ao baixo rendimento da
expressao de Tx3-6 em leveduras e o fato de bactérias serem hospedeiros mais
faceis de se manipular, nés resolvemos tentar a expressao das toxinas Tx3-6 e Tx3-

4 recombinantes em E. coli.

5.2 Expressédo em Escherichia coli

As bactérias Escherichia coli sdo os hospedeiros mais utilizados para a
expressdo de proteinas recombinantes. Uma das razdes é o fato de serem
organismos muito bem conhecidos e de genética bem caracterizada. Além disso,
sao faceis de se manipular em laboratério, crescem rapidamente e seu cultivo é
relativamente barato (Terpe 2006). Entretanto, as bactérias em geral, nao
apresentam a maquinaria necessaria para modificagcbes do DNA eucariético (como a
retirada dos introns na transcricdo do mRNA) e nem para as modificacbes poOs-
traducionais da proteina codificada (Glick 1994), gerando muitas vezes proteinas
inativas ou insoluveis que se agregam em estruturas que chamamos de corpos de
inclusdo. Algumas estratégias podem ser tomadas para minimizar a formagao destes
agregados e aumentar a solubilidade da proteina recombinante como, por exemplo,
o cultivo a baixas temperaturas, co-expressao de proteinas chaperonas, proteina de
fusdo hidrofilica, mudancga da linhagem do hospedeiro, dentre outras (Terpe 2006).
No entanto, a formagéo de corpos de inclusdao em alguns casos pode ser vantajosa,
pois os agregados ficam protegidos da degradacgao proteolitica e ndo ha o risco de a

proteina recombinante ser toxica para o hospedeiro (Misawa and Kumagai 1999).

5.2.1 Vetor pET

O vetor pET é um dos vetores de expressdo comerciais mais utilizados para a
producdo de proteinas heterdlogas e utiliza o sistema da RNA polimerase do
bacteriéfago T7, sendo seu promotor induzido na presenca de IPTG. Este sistema ja
foi utilizado com sucesso na expressado de diversas proteinas incluindo toxinas de

aranhas como a LTx2 da aranha Lasiodora sp., uma toxina dermonecrética da



125

aranha Loxosceles intermedia e a toxina Tx1 da aranha Phoneutria nigriventer
(Diniz, Theakston et al. 2006; Appel, da Silveira et al. 2008; Dutra, Sousa et al.
2008).

A variacdo do “codon usage” entre espécies pode ser a principal causa do
baixo rendimento ou falha de expressdao de uma proteina recombinante e este
problema pode ser resolvido substituindo-se os codons do cDNA a ser clonado pelos
cddons preferenciais utilizados pelo hospedeiro, aumentando consideravelmente a
expressao (Jana and Deb 2005; Menzella 2011). Como exemplo, podemos citar a
exotoxina A da bactéria Pseudomonas aeruginosa que teve sua expressao
aumentada em 70% com a utilizagdo dos codons preferenciais de E. coli. Além
disso, interleucinas humanas (IL-2, IL-6 e IL-18) tiveram suas expressdes
consideravelmente aumentadas com a optimizagcdo dos cédons (Gustafsson,
Govindarajan et al. 2004; Wang, Li et al. 2010). Portanto, na clonagem do cDNA que
codifica a toxina Tx3-4 no vetor pET, nds resolvemos utilizar os cédons preferenciais
da bactéria Escherichia coli na tentativa de obtermos uma alta expresséo. Outro fator
importante para a diminuicdo do rendimento da proteina recombinante & a
degradacéao por proteases bacterianas (Grodberg and Dunn 1988). Portanto nos
utilizamos a linhagem de E. coli BL21 (DE3), deficiente em algumas proteases.

A toxina Tx3-4 recombinante foi expressa no vetor pET em fusdo com uma
cauda de histidina N-terminal para facilitar sua purificacdo por afinidade. Apds a
expressao, amostras do sobrenadante e pellet foram analisadas e mostraram que
toda a toxina expressa estava presente no pellet em forma de agregados. Foram
relatados alguns casos em que a optimizagao dos cddons acarretou a agregacgao da
proteina recombinante, uma vez que sé&o expressas em grandes quantidades e de
forma rapida, ndo dando tempo para a proteina enovelar corretamente (Angov,
Legler et al. 2011). Como a purificagdo de proteinas a partir de corpos de inclusédo
requer condi¢gdes desnaturantes e estratégias de renaturagdo que podem ser
demoradas e trabalhosas, ao invés de tentarmos a renaturacdo desta toxina, nos
resolvemos testar outros sistemas na tentativa de obtengao da toxina Tx3-4 de forma

soluvel e funcional.
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5.2.2 Vetor pBADHis

5.2.2.1 Tx3-6

Os plasmideos pBADHis e pBADmycHis sao derivados do vetor de expressao
pBR322, desenhados para uma expressdo regulada e dose-dependente de
proteinas recombinantes. Eles possuem o promotor araBAD (Pgap) que é altamente
regulavel pelo gene ARAC. Na presenga de L-arabinose a expressdo do promotor
araBAD ¢é ativada a altos niveis e na sua auséncia, baixos niveis de transcrigao
ocorrem, podendo ser reduzidos a quase zero na presenga de glicose. (Guzman,
Belin et al. 1995; Terpe 2006). A expressao regulada de proteinas € um fator muito
importante quando o produto de expressdao €& potencialmente téxico para o
hospedeiro. Além disso, tem sido demonstrado que a utilizacdo do sistema pBAD
alivia a formagao de corpos de inclusédo, gerando proteinas soluveis na maioria das
vezes (Guzman, Belin et al. 1995). Este sistema foi utilizado com sucesso para a
expressdo de grandes quantidades de diferentes proteinas, como a proteina
recombinante Fabs humana, a streptolisina O de streptococos e a lipase Lip2 de um
basideomiceto (Clark, Hammond et al. 1997; Kimoto, Fujii et al. 2005; Zelena,
Krugener et al. 2009).

Como nas expressdes anteriores a toxina expressa havia sido expressa em
corpos de inclusdo, nessa clonagem nos tentamos a expressao da toxina Tx3-6 com
0 seu pré-peptideo. A fungédo dos pré-peptideos de proteinas ainda é controversa,
mas alguns autores acreditam que eles funcionam como chaperonas
intramoleculares, necessarios para o enovelamento da proteina madura, enquanto
outros acreditam que o pré-peptideo apenas acelera o processo de enovelamento
(Buczek, Buczek et al. 2005; Tanaka, Takeuchi et al. 2008; Jia, Liu et al. 2010).

A proteina expressa neste vetor continha, além do pré-peptideo, uma cauda
de histina N-terminal, para a purificagéo por afinidade em resina de niquel. Durante a
purificacdo por afinidade, nés percebemos a co-purificagdo de uma proteina em
torno de 37 kDa. Para tentarmos separar a toxina recombinante da proteina de 37
kDa, nés utilizamos filtros Amicon Ultra-4, que retém proteinas maiores que 30 kDa.
Apesar de obtermos a toxina Tx3-6PP relativamente pura, a maior parte do que foi

expresso ficou retida no filtro e ndo pudemos utilizar.
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A possibilidade de agregagao de proteinas recombinantes contendo uma
cauda de 6 histidinas consecutivas na presenga de imidazol foi relatada
anteriormente (Vosters, Evans et al. 1992). Uma possivel explicagdo para a co-
purificacao desta banda de 37 kDa que observamos, seria a agregagao da proteina
recombinante devido a sua cauda de histidina N-terminal. Levando-se em
consideracao a dificuldade em purificar a toxina Tx3-4PP e o baixo redimento final

obtido, nds resolvemos ndo continuar com este sistema.

5.2.2.2 Tx3-4

A toxina Tx3-4 também foi clonada e expressa com uma cauda N-terminal de
6 histidinas utilizando-se o vetor pBADHis. Neste caso, como utilizamos a
construgao Tx3-4pET como molde para a clonagem, a toxina foi expressa utilizando-
se 0s codons preferencias para a E. Coli e sem o pré-peptideo. A toxina foi obtida
de forma soluvel e purificada por afinidade em resina de niquel gerando cerca de 1,3
mg de proteina de fus&o por litro de cultura.

Uma vez purificada, é importante fazer a digestao da proteina de fusédo para
separar a toxina recombinante da cauda (ver figura 17c). A toxina recombinante foi
entdo dialisada para a troca de tampao e digerida com Fator Xa. O Fator Xa é uma
protease que reconhece a sequéncia de aminoacidos I-E-G-R, clivando apds o
residuo arginina. Esta sequéncia foi inserida imediatamente antes do primeiro
aminoacido da toxina Tx3-4 durante a clonagem.

A digestao de proteinas de fusao por proteases pode ser complicada devido a
dificuldade de acesso ao sitio de clivagem, o que, muitas vezes, requer a adi¢ao de
detergentes ou outros agentes desnaturantes. Em muitos casos, a adicdo de baixas
concentracbes de SDS promove um relaxamento na estrutura da proteina que
facilita a digestdo (Legros, Feyfant et al. 1997; Jenny, Mann et al. 2003). Para a
digestado da toxina Tx3-4, a melhor condigédo de digestdo foi na auséncia de SDS. A
dificuldade em purificar a toxina recombinante apds a digestdo fez com que o
rendimento final desse sistema fosse baixo.

Varios autores descreveram a atividade da toxina Tx3-4 nativa no bloqueio do
influxo de calcio e liberagdo de glutamato em sinaptosomas (Prado, Guatimosim et
al. 1996; de Castro Junior, Pinheiro et al. 2008; Goncaves, Ferreira et al. 2010). O

preparo de sinaptosomas € um procedimento relativamente rapido e os resultados
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podem ser obtidos em apenas um dia. Portanto, uma maneira pratica de testar a

atividade da toxina recombinante é fazendo o teste de glutamato em sinaptosomas.
Noés testamos a toxina Tx3-4 em alta concentragdo (1uM) e vimos que a

toxina nao teve nenhum efeito bloqueador que, somado ao baixo rendimento, nos

fez desistir deste sistema.

5.2.3 Vetor pBADmycHis

Como a posicéao da cauda pode influenciar o enovelamento da proteina
recombinante, nés resolvemos tentar a expressao da toxina Tx3-6 com a cauda de
histidina na sua por¢cao C-terminal. Para isso, nés utilizamos o vetor pPBADmycHis.
Além da cauda C-terminal, a toxina foi expressa com uma por¢ao extra N-terminal
que poderia ser removida através da digestdo com o Fator Xa. Para a clonagem da
Tx3-6 neste vetor, ndés construimos o cDNA da toxina utilizando os cddons
preferenciais da E. coli.

A toxina foi expressa de forma soluvel e purificada por cromatografia de
afinidade, porém, apenas uma pequena parte da proteina recombinante se ligou a
resina de niquel. Algumas estratégias para melhorar a afinidade da proteina a resina
foram testadas como, por exemplo, a purificagdo a temperatura ambiente, troca de
kit de purificagdo, redugdo da concentragcdo de imidazol no tampéo de ligagéo e
mudanca de pH. Apesar de todas as mudancas, a maior parte da proteina expressa
era sempre perdida por nao se ligar a resina ou sair nas lavagens, gerando apenas
cerca de 0,3 mg por litro de cultura. Como o rendimento obtido era muito baixo nds
decidimos testar se a toxina era funcional antes da remocao da porgdo extra N-
terminal.

Para o teste, nés utilizamos um modelo de dor aguda e persistente in vivo
chamado de teste da formalina. As toxinas Tx3-6 nativa e recombinante foram
testadas na segunda fase do teste, representando a fase de dor persistente. Tanto a
toxina nativa quanto a recombinante foram capazes de reduzir o tempo de
manifestagcdo de dor em mais de 50%, mostrando que a toxina recombinante foi
expressa de forma funcional. Portanto, consideramos que a expressao nesse
sistema é promissora e pretendemos no futuro tentar novas condi¢des de purificacéo
para melhorar o rendimento; por exemplo, poderiamos tentar gel filtragéo, fase

reversa, ou uma combinacao dos dois.
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5.2.4 Vetor pE-SUMO

Um outro sistema que utilizamos para a expressao das toxinas Tx3-6 e Tx3-4
foi o vetor pE-SUMO. O vetor pE-SUMO é uma ferramenta relativamente nova e vem
sendo reconhecido nos ultimos anos como uma boa estratégia para a produgéo de
“proteinas dificeis de se expressar”. Quando clonada corretamente no sitio multiplo
de clonagem do vetor, a proteina de interesse é expressa com uma cauda de
polihistidina (6xHis) seguida de uma proteina de fusdo em sua porgdo N-terminal
que corresponde a proteina Smt3 de levedura. A Smt3 é uma Small Ubiquitin-like
Modifier (SUMO) que exerce um efeito de chaperonina em proteinas de fuséo
produzidas em bactérias e leveduras aumentando consideravelmente sua expressao
e solubilidade (Butt, Edavettal et al. 2005; Marblestone, Edavettal et al. 2006).

Como exemplos de proteinas eficientemente expressas neste sistema,
podemos citar o fator de crescimento de fibroblasto 21 que anteriormente era obtido
apenas em corpos de inclusdo e foi expresso de forma soluvel e em grandes
quantidades (Wang, Xiao et al. 2010); o peptideo analgésico antitumor do veneno do
escorpiao Mesobuthus martensii que foi expresso de forma funcional e com
rendimento final de 23 mg de proteina por litro de cultura (Cao, Yu et al. 2010); e o
peptideo antibacteriano CM4 que também foi obtido de forma funcional e em
grandes quantidades (24 mg/L) (Li, Zhang et al. 2009).

Uma outra grande vantagem deste sistema € o fato de a proteina de fusdo ser
facilmente clivada pela SUMO protease |. A digestdo de proteinas de fusao
geralmente é bastante trabalhosa e muitas vezes estd associada a clivagem
inespecifica da proteina de interesse, a uma demorada padronizagao das condigdes
ideais, a uma dificuldade de separagédo da cauda e protease da proteina alvo, além
de frequentemente liberar a toxina de interesse com aminoacidos extras N-terminais
(Butt, Edavettal et al. 2005). A SUMOprotease | reconhece a estrutura terciaria da
proteina SUMO, clivando logo apds seu ultimo aminoacido e liberando a proteina de
interesse com seu N-terminal nativo. Além de nao haver o risco de a protease clivar
a proteina de interesse, ela atua em diferentes temperaturas e tampdes,
minimizando o tempo de padronizacéao.

Na tentativa de criar um ambiente mais apropriado para o enovelamento das
toxinas, nods utilizamos uma linhagem de E. coli propria para a expressdao de

proteinas com pontes dissulfeto chamada ORIGAMI. A linhagem ORIGAMI
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apresenta mutacdes nos genes da tireodoxina redutase e glutationa redutase, o que
faz com que seu citoplasma seja oxidante, favorecendo a formagédo de pontes
dissulfeto (Stewart, Aslund et al. 1998). Além disso, nés co-transformamos o
plasmideo pGro7 que codifica as proteinas chaperonas GroEL e GroES. As
chaperonas moleculares mais bem caracterizadas no citoplasma de E. coli sdo os
sistemas dependentes de ATP DnaK-DnaJ-GrpE e GroEL-GroES. Elas auxiliam o
enovelamento correto de proteinas recém formadas ligando-se aos enovelados
intermediarios, mantendo-os soluveis e impedindo assim, a formagao de agregados.
Assim sendo, espera-se que a superexpressido de chaperonas moleculares
influenciem o enovelamento das proteinas recombinantes e diminuam a formagao de
corpos de inclusao (Thomas, Ayling et al. 1997; Nishihara, Kanemori et al. 1998). As
expressoes foram induzidas a 18°C, uma vez que baixas temperaturas favorecem o

correto enovelamento de proteinas (Vasina and Baneyx 1996).

5.2.4.1 Tx3-6

Para a clonagem da toxina Tx3-6 no vetor pE-SUMO, nés utilizamos a
construcao Tx3-6pBADmycHis como molde para a amplificagdo do cDNA e,
portanto, a proteina foi expressa utilizando-se os cdédons preferenciais da E. coli.
Nés obtivemos cerca de 6 mg da proteina de fusdo que foi expressa de forma
totalmente soluvel. Apds a digestdo da cauda N-terminal e purificagédo por fase
reversa, o rendimento foi de cerca de 2 mg de proteina pura por litro de cultura.

Este rendimento € um pouco baixo se compararmos com outras proteinas
expressas neste sistema como a scFv, cujo rendimento final apds digestdo foi de
16,53 mg/L (Ye, Lin et al. 2008), porém, foi o melhor rendimento final que obtivemos
para a toxina Tx3-6.

Quando comparamos o espectro de dicroismo circular da toxina Tx3-6
recombinante com o espectro da toxina nativa, vemos que suas estruturas
secundarias s&o diferentes, indicando um enovelamento incorreto da toxina
recombinante. Isso foi confirmado com o teste em sinaptosomas, que mostrou que a
toxina recombinante n&o bloqueou a liberacdo de glutamato nem na concentracéo
de 5 uM. Apesar do sistema SUMO ter sido o mais vantajoso em termos de
producao, a toxina nao foi expressa de forma funcional. Uma possibilidade para a

obtencdo da Tx3-6 funcional seria sua renaturacéo in vitro como foi feito para a
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toxina Tx3-4. Outra possibilidade seria trabalhar as condigdes de expressao, como
meio, temperatura e concentragcdo de IPTG, que podem contribuir para a obtengao

da toxina funcional.
5.2.4.2 Tx3-4

A toxina Tx3-4 também foi expressa no sistema SUMO. Parte da proteina
recombinante foi expressa de forma soluvel e parte em corpos de inclusdo. A parte
soluvel foi purificada por cromatografia de afinidade em resina de niquel, dialisada e
facilmente digerida pela SUMO protease |. A SUMOprotease | contém uma cauda de
polihistidina para facilitar a purificagdo da enzima e da cauda digerida da proteina de
interesse através de uma nova purificacdo por afinidade. Entretanto, tivemos
dificuldade em recuperar a Tx3-4 pura, uma vez que ela se ligava inespecificamente
a resina de niquel. Mudancas de pH e solugcao tampéao foram testadas, mas a toxina
continuava se ligando a resina de Ni?* apds a digestdo. A alternativa que
escolhemos para a purificagdo da Tx3-4 foi a cromatografia de fase reversa em um
sistema de HPLC, através da qual conseguimos a toxina Tx3-4 totalmente separada
da cauda e da protease. A purificagao da toxina Tx3-4 da fragédo soluvel gerou cerca
de 0,5-0,8 mg de proteina por litro de cultura. Este rendimento foi menor do que o da
toxina Tx3-6, possivelmente devido ao fato de parte da Tx3-4 ter sido expressa em
corpos de inclusao.

A toxina recombinante Tx3-4 eluiu na fase reversa em diferentes picos, que
provavelmente correspondem a diferentes enovelados intermediarios. Nés testamos
a atividade de alguns destes picos e vimos que o maior deles representava a toxina
funcional. Para testarmos a atividade da toxina recombinante Tx3-4, ndés nos
baseamos em testes bioldgicos previamente utilizados com a Tx3-4 nativa. Nés
utilizamos os testes de liberagdo de glutamato e influxo de calcio em sinaptosomas
corticais de camundongos. Tanto a Tx3-4 nativa quanto a recombinante bloquearam
a liberagdo de glutamato em cerca de 28% em uma concentragdo de 16 nM.
Entretanto, a toxina nativa bloqueou cerca de 30% o influxo de calcio, enquanto a
mesma concentracdo da recombinante bloqueou apenas 20% (p<0,004). Uma
possivel explicacao para esta diferenca de atividade entre a recombinante e a
nativa, poderia ser a contaminacdo da amostra da toxina recombinante com

enovelados intermediarios, resultando em uma menor concentragdo da toxina
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recombinante funcional sendo testada. Além disso, Carneiro (2000) e Pires (2008)
reportaram uma dificuldade na dosagem da toxina Tx3-1 recombinante por
absorbancia a 280 nm que superestimava a concentragdo desta toxina quando
comparada a nativa. N6s também observamos erros na dosagem a 280 nm, o que
também poderia explicar o fato de a toxina recombinante aparentemente apresentar
uma atividade mais baixa.

Como a maior parte da Tx3-4 recombinante foi expressa de forma insoluvel,
nds resolvemos solubilizar os corpos de inclusdo e tentar renaturar a toxina Tx3-4.
De uma maneira em geral, a renaturagdo de proteinas expressas em corpos de
inclusdo, consiste na solubilizacdo dos agregados por um agente desnaturante,
reducao da pontes dissulfeto (se for o caso) por um agente redutor e a transferéncia
desta proteina para um ambiente que ira favorecer a formacado de sua estrutura
nativa. Este ambiente deve ter uma baixa concentragdo de agente desnaturante e
condigbes redox apropriadas (Tresaugues, Collinet et al. 2004). O método mais
utilizado para promover a formacao de pontes dissulfeto é favorecer a reacdo de
troca tiol-dissulfeto com tidis de baixa massa molecular em seu estado reduzido e
oxidado (Fahnert, Lilie et al. 2004).

Para solubilizar os corpos de inclusdo, nds optamos por usar uma solugao
contendo 6 M de Guanidina. A Guanidina foi escolhida no lugar da urea por se tratar
de um agente caotrépico mais forte, capaz de solubilizar agregados extremos e
resistentes a urea (Vallejo and Rinas 2004). Além disso, como a Tx3-4 possui varias
cisteinas, os agregados muito provavelmente contém pontes dissulfeto ndo-nativas
intra e intermoleculares que precisam ser desfeitas (Misawa and Kumagai 1999) e,
para isto, escolhnemos utilizar 10 mM de DTT, que foi removido da amostra logo
antes da renaturacdo. Como nao existe um protocolo Unico e cada proteina se
comporta de uma maneira diferente, nés fizemos uma triagem em pequena escala
utilizando um kit de renaturacéo de proteinas que oferece diferentes condicoes, tais
como composicao variada de tampdes e, principalmente, diferentes proporcoes dos
agentes redox glutationa reduzida e oxidada (GSH-GSSG).

A toxina pura liofilizada foi ressuspendida em tampao desnaturante contendo
6 M de guanidina e 10 mM de DTT. A troca de tamp&o para renaturacdo de
proteinas pode ser feita de diferentes maneiras, como por exemplo, dialise, diluicao
e métodos cromatograficos (Vallejo and Rinas 2004). Nés optamos pela diluigao por

ser uma técnica simples e que permite a adicdo da proteina desnaturada em
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pequenas aliquotas de cada vez, diminuindo a possibilibidade de agregacédo dos
enovelados intermediarios. A concentragao proteica final € um importante fator a ser
considerado para a renaturagao de proteinas uma vez que baixas concentragdes
podem reduzir a formagao de agregados. Noés utilizamos a concentragcdo maxima de
0,2 mg/mL.

Apos a renaturacao, a troca de tampao foi feita através de fase reversa em
coluna Vydac C18, o que nos permitiu também, comparar os perfis cromatograficos
da toxina desnaturada / reduzida da toxina renaturada. A toxina reduzida apresenta
uma conformagao aberta, sem pontes de dissulfeto e se liga mais fortemente a
coluna quando comparada a toxina enovelada, sendo eluida em uma concentragéo
mais alta de solvente organico. O perfil cromatografico da toxina renaturada sugeriu,
portanto, uma mudanga de conformacgao estrutural. Para averiguarmos se a toxina
Tx3-4 foi enovelada de forma correta, nds testamos sua atividade na liberacdo de
glutamato em sinaptosomas corticais de camundongo.

Enquanto 16 nM da toxina Tx3-4 purificada da fragao soluvel bloqueou cerca
de 28% a liberagdo de glutamato, 36 nM da toxina renaturada bloqueou apenas
11%. Quando aumentamos a concentragdo da toxina renaturada para 360 nM,
obtivemos o mesmo efeito da toxina soluvel, de 28% de bloqueio. Uma inibigdo
ainda maior, de 37%, foi detectada quando utilizamos 1,44 uM da toxina renaturada.
O fato de precisarmos utilizar mais toxina renaturada para obtermos o efeito da
toxina soluvel pode ser explicado mais uma vez pela contaminagdo de enovelados
intermediarios, que acabaram eluindo em um mesmo pico na fase reversa.

A renaturagao de proteinas €, em geral, um processo ineficiente, que requer
muitos passos e que muitas vezes recupera em torno de 15-25% da proteina total
(Singh and Panda 2005). Como os enovelados intermediarios foram eluidos em um
unico pico, nado conseguimos calcular a porcentagem de proteina que foi
corretamente enovelada, mas obtivemos um total de 2 mg de proteina ao final da
renaturagao partindo de 19,5 mg de proteina de fusao purificada.

Como a toxina Tx3-4 renaturada mostrou-se funcional, ela foi analisada por
dicroismo circular para termos dados iniciais de sua estrutura.. A espectroscopia de
dicroismo circular € uma excelente ferramenta para a rapida determinagdo de
estruturas secundarias e propriedades de enovelamento de proteinas. Além disso,
podem ser feitas analises de estabilidade em diferentes tampdes e temperaturas,

assim como estudos de interagdes entre moléculas (Greenfield 2006; Ranjbar and
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Gill 2009). A analise do espectro obtido para a toxina Tx3-4 foi feita pelo software
K2d que sugeriu uma conformagao de enovelamento aleatério (57%), com algumas
estruturas de a-hélice (32%) e em menor quantidade, folhas-B (11%). Como estas
analises sao feitas baseando-se em estruturas de proteinas globulares conhecidas,
que sao bastante diferentes de toxinas, as porcentagens de cada estrutura obtida
podem nao ser representativas e ndo devem utilizadas (Greenfield 2006). Portanto,
assumimos apenas que a toxina Tx3-4 recombinante possui uma conformacao
predominantemente aleatdria, seguida por estruturas em o-hélice com poucas
estruturas em folhas-B. Nossos dados sao comparaveis com os dados obtidos para
as oxytoxinas 1 e 2 isoladas da aranha Oxyopes lineatus que também séao
bloqueadores de canais de calcio sensiveis a voltagem. A oxytoxina 1, que possui
21% de identidade com a toxina Tx3-4 também apresenta uma estrutura secundaria
predominantemente randémica (58%), 10,5% a-hélice e apenas 7,1% em folhas 3
(Villegas, Adachi-Akahane et al. 2008). Por outro lado, a w-agatoxina IVA possui
24,6% de sua estrutura com enovelamento randémico, 17,9% em a-hélice, e uma
predominancia em folhas-B (32,4%), uma estrutura mais parecida com as w-
conotoxinas MVIIA e MVIIC (Kim, Ohtake et al. 1997; Sasaki, Feng et al. 1999). Uma
outra conotoxina, a conantokina RI-A, um bloqueador de receptores NMDA,
apresentou mais de 50% de sua estrutura em a-hélice (Gowd, Watkins et al. 2010),
assim como a conotoxina flfl4da, um bloqueador de canais de K* (Moller,
Rahmankhah et al. 2005).

5.3 Consideracdes gerais

A expressdo heteréloga de toxinas do veneno da Phoneutria ndo € um
procedimento simples. Varios sistemas foram testados nesse trabalho e em
trabalhos anteriores. Por exemplo, a toxina Tx2-6 foi expressa parcialmente
funcional com um rendimento final de 240-360 ug por litro de cultura (Penaforte
2000). Recentemente, esta toxina foi novamente expressa apresentando atividade
de causar priapismo semelhante a nativa (Torres, Silva et al. 2010). A Tx3-1 foi
primeiramente expressa com baixa atividade e um rendimento de apenas 560 ug/L
(Carneiro 2000) e, posteriormente, cerca de 2 mg/L de Tx3-1 foram obtidos e a
toxina se mostrou funcional apresentando um efeito antiarritimogénico em coragdes

isolados de ratos (Pires 2008; Almeida, Andrade et al. 2011). A Tx1, uma toxina que
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como a Tx3-4 contém 7 pontes dissulfeto, foi expressa em E. coli com atividade
farmacoldgica semelhante a nativa, porém, seu rendimento nao foi relatado (Diniz,
Theakston et al. 2006).

A complexidade na formacao do correto enovelamento de toxinas muitas
vezes faz com que estes peptideos sejam expressos de forma inativa, necessitando
estratégias de renaturagdo, como por exemplo, a omega-conotoxina MVIIA que foi
expressa de forma soluvel em E. coli e sé apresentou efeito analgésico apds suas
pontes dissulfeto terem se formado in vitro (Xia, Chen et al. 2006). Outro exemplo é
a huwentoxina HWTX-I, da aranha Selenocosmia huwena que apresentou baixa
atividade antes de ser reduzida e renaturada (Li, Li et al. 2000). Apesar da
disponibilidade de inumeros sistemas de expressdo, a producdo de proteinas
recombinantes ainda é uma tarefa dificil, principalmente para proteinas complexas e
com modificacbes pods-traducionais. As expressoes e rendimento das toxinas Tx3-6
e Tx3-4 realizadas neste trabalho estdo resumidas na tabela 10. Com o sistema
SUMO conseguimos obter um bom rendimento para ambas as toxinas e também
conseguimos padronizar as condi¢des necessarias para conseguir a toxina Tx3-4
funcional. Conseguimos também gerar os primeiros dados estruturais de dicroismo
circular, tanto para a Tx3-6 quanto para a Tx3-4. A nossa perspectiva futura &
optimizar o sistema de expressdo SUMO para a producdo de proteinas marcadas
para estudos de ressonancia magnética. Para isso, deveremos padronizar as
condicdes de expressao das toxinas em meio restritivo M9 para marcacgao isotopica
da proteina expressa. Uma vez determinada a estrutura tridimensional dessas
proteinas, teremos a opgéo de fazer a sintese quimica destas toxinas. Pretendemos
também optimizar as condigbes necessarias para conseguir a Tx3-6 funcional.

A expressao funcional das toxinas recombinantes Tx3-6 e Tx3-4 criaram
novas expectativas para futuros testes farmacoldgicos e anadlises estruturais e os
resultados obtidos com a renaturacéo da toxina Tx3-4 abrem novos caminhos para a

obtencgao de toxinas da Phoneutria em larga escala.
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Abstract

Calcium influx through neuronal voltage-sensitive calcium channels (VSCCg) mediates nociceptive information in the spinal dor-
sal horn. In fact, spinally administered VSCCg blockers, such as ®w-conotoxin MVIIA, have analgesic effect apart of their low ther-
apeutic index and many side effects. Here we study the analgesic potential of Phalf, a calcium channel blocker, in rodent models of
acute and persistent pain. Spinally administered Phalf showed higher efficacy and long-lasting analgesia in a thermal model of pain,
when compared with o-conotoxin MVIIA. Moreover, Phal was more effective and potent than ®-conotoxin MVIIA not only to
prevent, but especially to reverse, previously installed persistent chemical and neuropathic pain. Furthermore, the analgesic action of
both toxins are related with the inhibition of Ca®*-evoked release of pro-nociceptive neurotransmitter, glutamate, from rat spinal
cord synaptosomes and decrease of glutamate overflow in cerebrospinal fluid. When side effects were assessed, we found that Phalf
had a therapeutic index wider than ®- conotoxin MVIIA. Finally, recombinant Phalp expressed in Escherichia coli showed marked
analgesic activity similar to the native toxin. Taken together, the present study demonstrates that native and recombinant Pholf
have analgesic effects in rodent models of pain, suggesting that this toxin may have potential to be used as a drug in the control
of persistent pathological pain.
© 2008 International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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nerves [23]. The calcium channels in spinal cord have an
important role modulating the release of key pro-noci-
ceptive neurotransmitters, such as glutamate and neuro-
peptides. Thus, considerable research in the last decade
has focused on N-type calcium channel inhibitors for
development of novel analgesic drugs [2]. The ®-cono-
toxin MVIIA is a selective, reversible and potent blocker
of N-type VSCCg [15,35] and inhibits both neuronal
excitability and neurotransmission [3,23]. ®-Conotoxin
MVIIA was originally isolated from the cone snail
Conus magnus and was subsequently synthesized and
called ziconotide. Ziconotide produces antinociception
in animal models of acute [3,19,20] and persistent pain.
Due to its peptide nature, ziconotide is not orally avail-
able and it must be delivered directly into the CNS via
intrathecal administration [31]. Moreover, intrathecal
infusion of ziconotide (Prialt®) has analgesic effect in
humans and was recently approved by several govern-
ment regulatory bodies worldwide for the treatment of
severe chronic pain. However, ziconotide has a narrow
therapeutic window and produces some serious side
effects in analgesic doses [25,32]. Thus, there is need to
investigate new VSCCg blockers with analgesic proper-
ties and that may warrant less adverse side effects.

Toxins obtained from the venom of the spider
Phoneutria nigriventer, popularly know as armed spider,
have been extensively investigated by our group [9].
These toxins have a broad range of actions, including
activation of Na™ channels, blockade of K* and Ca*"
channels, the latter with consequent decrease in cal-
cium-dependent glutamate release in synaptosomes
[12,26,27]. One purified fraction of the Phoneutria
venom, called PhTx3, contains six neurotoxic peptides
isoforms, PnTx3-1 to 6 [6]. The neurotoxin PnTx3-6,
here called as Phalf, reversibly and non-specifically
inhibited high-voltage-activated Ca®" channels, namely
L-(Ca,l1.2), N-(Ca,2.2), P/Q-(Ca,2.1), and R-(Ca,2.3)
type, with varying potency (N > R > P/Q > L) in heter-
ologous and native systems [34]. Here we demonstrate,
for the first time, that Phalf has analgesic action in
rodent models of pain, with a therapeutic window 4
times larger than ziconotide. Moreover, we generate a
recombinant form of Phalf that shares the analgesic
properties of the native toxin.

2. Materials and methods
2.1. Drugs

Native Phalp was purified by a combination of gel fil-
tration, reverse phase FPLC/FPLC and ion exchange
HPLC, as previously described [6]. @-Conotoxin MVIIA
was purchased from Latoxan (Valence, France). The
stock solutions of the drugs were prepared in PBS in sili-
conised plastic tubes, maintained at —18 °C and diluted
to the desired concentration just before use. Glutamate

dehydrogenase type II (EC 1.4.1.3), NADP", glutamic
acid and fura-2 acetoxymethylester (AM) were obtained
from Sigma (MO, USA). All other reagents were of ana-
lytical grade.

2.2. Animals

Male adult Swiss mice (30-40 g) or Wistar rats (180—
250 g) were acclimatized in the laboratory for at least
2 h before testing and they were used only once through-
out the experiments. While in the home cage environ-
ment, the animals were allowed free access to water
and food. Room temperature was maintained at
22 4+1°C and room illumination was on a 12/12h
light/dark cycle. The experiments were carried out in
accordance with current guidelines for the care of labora-
tory animals and ethical guidelines for investigations of
experiments in conscious animals [41] and were autho-
rized by the Ethics Committee of the Federal University
of Minas Gerais.

2.3. Intrathecal (i.t.) injections

The i.t. injections were performed in accordance with
the method previously described [13,22]. Briefly, a vol-
ume of 5 uLL for mice and 10 pL for rats was adminis-
tered with a 28-gauge needle connected to a 10 puL
Hamilton micro syringe, while the animal was lightly
restrained to maintain the position of the needle. Punc-
ture of the dura was indicated behaviorally by a slight
flick of the tail. Behavioral evaluation was performed
blindly with respect to drug administration.

2.4. Hot-plate test

The hot-plate test was used to measure acute thermal
nociception according to the previously described
method [39], with minor modifications. Mice were
placed into a glass cylinder of 24 cm diameter on the
heated surface (554 0.1°C), and the time between
placement and the licking of the paws, or jumping,
was recorded as index of response latency. The cut-off
time was 45s to avoid tissue damage. Each animal
was tested before administration of the drugs in order
to obtain the baseline. Animals were administered with
5 uL of vehicle (phosphate-buffered saline, PBS), Phal
(30-300 pmol/site) or -conotoxin MVIIA (0.1-
10 pmol/site) from 0.5 to 48 h before the hot-plate test.

2.5. Formalin test

Acute neurogenic and persistent inflammatory noci-
ception were evaluated using the formalin test [8] with
minor modifications. Sixty microliters of saline contain-
ing 2.5% formalin was injected subcutaneously into the
right dorsal hind paw. The rat was immediately placed
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in a polycarbonate box positioned in front of a mirror
for behavior observations. Nociceptive behavior was
quantified by counting the time of licking, flinching
and lifting of the injected hind paw. The measurements
were taken in two phases: on the first phase (neurogenic)
were evaluated during the period from 0 to 5 min and on
the second phase (inflammatory) from 15 to 30 min after
formalin injection. Intrathecal administration of the test
agents was performed using a 10 uL. micro syringe con-
taining vehicle (PBS), Phalp (30-200 pmol/site) or w-
conotoxin MVIIA (10-200 pmol/site). To assess the pre-
ventive or the curative antinociceptive action, drugs
were administered 0.16-24 h before or 0.16 h (10 min)
after formalin injection.

2.6. Measurements of cerebrospinal fluid (CSF)
glutamate levels

Formalin-induced nociception is related with
increased levels of excitatory amino acids, as glutamate,
in cerebrospinal fluid, CSF [20]. To address this possibil-
ity, we examined the effect the Phalf and ®-conotoxin
MVIIA on glutamate levels of CSF after formalin injec-
tion. Rats received PhalB (200 pmol/site) and w-cono-
toxin MVIIA (100 pmol/site) 3 h before or 9 min after
formalin injection (post-treatment). The rats were killed
with halothane 15 min after formalin injection and the
CSF was extracted using cistern magna punction tech-
nique. Glutamate measurement was performed enzy-
matically following the increase in the fluorescence due
to the production of NADPH in the presence of gluta-
mate dehydrogenase and NADP' [24]. To start the
assay, NADP" (1.0 mM) and glutamate dehydrogenase
(50 U) were added to the CSF samples 10 min after the
emitted fluorescence was measured [28]. The excitation
wavelength was set at 360 nm and the emission wave-
length to 450 nm using a PTT spectrofluorimeter.

2.7. Synaptosomal preparation

Synaptosomes were prepared from spinal cord of rats.
Male Wistar rats (180-250 g) were decapitated and spinal
cord were quickly removed and placed in aerated (with
95% 0,/5% CO») ice-cold modified Krebs—Ringer buffer
with minor modifications. The spinal cord was dissected
from two rats and homogenized in 14 mL of ice-cold
0.32 M sucrose, and the crude synaptosomal pellet (P,)
was prepared by differential centrifugation with 1000g for
S5min followed by 15,000g for 20 min as previously
described [17]. Protein was assayed by Bradford method [4].

2.8. Glutamate release in spinal cord synaptosomes
In all synaptosomal experiments, the P, pellet was

resuspended in 4.5 mL of Krebs—Ringer buffer, aerated
with 95% 0,/5% CO,. For the test, 500 uL of the synap-

tosomal suspension was diluted with 1500 uL of Krebs
buffer containing 5 pL containing NADP™" (1 mM), glu-
tamate dehydrogenase (50 U) and Phalf (1.25-7.5 uM)
or m-conotoxin MVIIA (1.25-7.5 uM). Toxins were
added 100 s before stimulation with 100 uM capsaicin.
This assay relies on generation of NADPH by glutamate
dehydrogenase in the presence of glutamate, with
NADPH being measured fluorometrically [24]. The exci-
tation wavelength was set at 360 nm and emission wave-
length to 450 nm in a PTI spectrofluorimeter.

2.9. Measurement of [Ca’™ ];

Synaptosomes were loaded with 5 uM fura-2 AM
(stock solution 1 mM in DMSO) for measurements of
intrasynaptosomal free calcium concentration [Ca*"} in
synaptosomes. The assays were performed in a PTI spec-
trofluorimeter according to Grynkiewicz et al. [11] with
minor modifications as previously described [28]. CaCl,
was added to synaptosomal suspension at the beginning
of each fluorimetric assay (1.0 mM final concentration).
Synaptosomes were stirred throughout the experiment
in a cuvette maintained at 35 °C. Toxins were added to
the synaptosomal suspension 100 s prior to stimulation
with 100 uM capsaicin. The [Ca®"} increase induced by
membrane depolarization is strictly dependent on the
presence of extracellular Ca>" in these conditions [28].

2.10. Quantification of side effects

The side effects were quantified as previously
described [30]. Rats received PBS, Phalf (200-
1000 pmol/site), recombinant Phalf (200-1000 pmol/
site) and w-conotoxin MVIIA (10-600 pmol/site) by
i.t. route and side effects were measured immediately
after injection. Rats were placed in an open field
15 min for behavioral observations. A seven-point scale
was used to quantify side effects with a maximum of
three points for serpentine tail movements and whole
body shaking and one point for the presence of allo-
dynia (assessed via a light brushstroke to the flank).
For an unrestrained rat, the absence of serpentine tail
movements and discernible body shaking resulted in
respective score of zero points. Mild serpentine tail
movement or slight shaking or trembling of the body
was each scored as one point. Moderate serpentine tail
movement and whole body shaking with or without
splaying of the hind limbs resulted in respective scores
of two points. Continuous serpentine tail movement
and severe body shaking were given the respective max-
imum scores of three points.

2.11. Neuropathic pain model

For induction of chronic mononeuropathy, male
mice were first anesthetized by intraperitoneal injection
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of 90 mg/kg of ketamine plus 3 mg/k of xylazine hydro-
chloride. Then, a partial ligation of the right sciatic
nerve was made by tying one-third to one-half of the
dorsal portion of the sciatic nerve, using a similar proce-
dure to that described by Malmberg and Basbaum [18].
In sham-operated mice, the nerve was exposed without
ligation. Seven days after surgical procedure the
mechanical sensitivity was measured to confirm the
development of allodynia.

The measurement of mechanical paw withdrawal
threshold was carried out using the up—down paradigm
as described previously by Chaplan et al. [5]. Briefly,
mice were first acclimatized (1-2 h) in individual clear
Plexiglas boxes (9 x 7 x 11 cm) on an elevated wire
mesh platform to allow the access to the plantar surface
of the hind paws. von Frey filaments of increasing stiff-
ness (0.02-10 g) were applied to the mice hind paw plan-
tar surface with a pressure causing the filament to bend.
Absence of a paw lifting after 5s led to the use of the
next filament with increasing weight, and paw lifting
indicated a positive response and led to the use of next
weaker filament. This paradigm continued until a total
of six measurements or until four consecutive positive
or four consecutive negative responses had occurred.
The 50% mechanical paw withdraw threshold (PWT)
response was them calculated from the resulting scores
as described previously by Dixon [7]. The 50% PWT
was expressed in grams (g), and was evaluated several
times after intrathecal injection of Phalp.

2.12. Recombinant toxin

2.12.1. Plasmid construction

The coding region for the toxin was produced by
PCR. Two overlapping oligonucleotides, Tx36F (5'-
CAT CCC GCG TGG TGA AAT TTG CAC CGA
TGA CTG TGA ATG CTG CGG CTG TGA CAA
CCA ATG TTA TTG CCC GCC GGG TTC CT-3)
and Tx36R (5-TTT CTT TTT TAC GGT TAC AAA
AAT ATT TAT TTG CAT GTG CAC ACG AGC
ATT TAA AGA TAC CCA GCG AGG AAC CCG
GCG GG-3), were used as template for the PCR and
two other oligonucleotides PnTx36ECOF (5-AAT
TGA ATT CAT CGA GGG AAG GGC TTG CAT
CCC GCG TGG-3') and PnTx36PSTR (5'-AAT TCT
GCA GTT AAG CTT TTT TAC ATT TTIT CIT
TTT TAC-3') were used as primers of the PCR. Primers
were designed using the Escherichia coli codon prefer-
ence and were synthesized by IDT — Integrated DNA
Technologies. Amplification reaction contained the tem-
plate oligonucleotides in a 0.1 uM concentration, the
amplification primers in a 1 puM concentration, 250 uM
of each deoxynucleotide triphosphate and 2 U of the
thermostable recombinant Taq polymerase. Each cycle
consisted of denaturing the DNA at 94 °C for 1 min,
annealing the primers for 1 min at 55°C, and then

extending the primers at 72 °C for 1 min. This cycle
was repeated 40 times. After the final cycle samples were
chilled at 4 °C.

The amplification product was purified using the
QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen, USA), digested
with EcoRI and Pstl and cloned into pBADmycHis-C
(Invitrogen, Carlsbad, CA 92006, USA). The plasmid
obtained (PnTx36MycHis) encodes a 10,9 kDa Pholf
recombinant protein which is tagged at the N-terminus
with the peptide sequence M D PSSRSAAGTI
W E F1E G R and at the C-terminus with the Myc epi-
tope and six histidine residues (Y VEQKLISEEDL
NSAVDHHHHH H) (Fig. 7). The plasmid was
purified using the Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
USA). To ensure that no mutation had been introduced
by the polymerase, clones had their sequence determined
by automatic sequencing using the dideoxynucleotide
chain-termination reaction [33].

2.12.2. Expression and purification of the fusion protein

Escherichia coli (BL21 strain) cells were transformed
with PnTx36MycHis. Expression of the fusion protein
was induced by 0.2% vr-arabinose at 37 °C. After 4 h of
growth in the presence of L-arabinose, cells were har-
vested by centrifugation at 4000g for 20 min, suspended
in 10 mL of Lysis buffer B-PER™ Bacterial Protein
Extraction Reagent (Pierce, Rockford, IL 61105, USA)
and cell debris were removed by centrifugation. The sol-
uble fusion protein was initially affinity-purified from
the bacterial lysates using the B-PER 6 x His Fusion Pro-
tein Spin Purification Kit (Pierce, Rockford, IL 61105,
USA) and further purified using the Amicon Ultra-4
centrifugal filter device (Millipore Corporation, Bilerica,
MA, USA).

2.13. Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM, IDs val-
ues (i.e. the dose of compounds that reduces nociceptive
responses to the order of 50% relative to the control
value) are reported as geometric means accompanied
by their respective 95% confidence limits. Data were ana-
lyzed by one or two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni, Dunnett or Student—-Newman-—
Keuls when appropriate. Dose-response curves in the
hot-plate and formalin tests were analyzed by one-way
ANOVA with time treated as a within-subject factor.
Post-hoc tests (Dunnett) were carried out when appro-
priate. The level of significance was set at P < 0.05. The
percent of antinociception (i.e. % increase latency time
to licking their paws or jumping from hot-plate test)
was determined for each experimental group using the
following formula: (%) antinociception = 100 x [(exper-
iment — control)/control)]. The percent of maximal
inhibition in the formalin test was determined for each
experimental group using the following formula (%)
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inhibition = 100 x [(control — experiment)/control]. The
IDsy and DTy values were determined by non-linear
regression analysis using sigmoidal dose-response equa-
tion from individual experiments using GraphPad Soft-
ware 4.0 (GraphPad, USA).

For the in vitro experiments, the results were
expressed as mean + SEM. The data were analyzed by
one or two-way analysis of variance (ANOVA) followed
by Student—-Newman—Keuls test and the statistical sig-
nificance criterion was P < 0.05.

3. Results

3.1. Pholp has antinociceptive effect in rodent models of
pain

Initially, we tested PhalB, and compared its effect
with that of w-conotoxin MVIIA, in an acute model of
thermal pain, the hot-plate test. The intrathecal (i.t.)
administration of Phalf (200 pmol/site) in mice pro-
duced a delayed, but long-lasting, antinociceptive action
in the hot-plate test, from 3 to 24 h after injection
(Fig. 1A and C). The maximum antinociceptive effect
(Imax) Was 81 + 6% and the effective dose to produce
50% effect (EDsp) was 120 (70-205) pmol/site, 5 h after
PhalpB administration. Comparatively, i.t. administra-
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more short-lasting antinociception (from 2 to 5 h), with
an I, of 70 & 28% and EDsq value of 0.17 (0.013—
2.26) pmol/site, 5 h after its injection (Fig. 1B and D).
Thus, Phalp was less potent than ®-conotoxin MVIIA
to induce antinociception in an acute pain model in
mice, but its effect was persisted longer than ®w-conotox-
in MVIIA.

Next, we assessed the effect of Phalf in a model of
persistent inflammatory pain in rat, the formalin model.
The pre-treatment with Pholp (200 pmol/site) or w-
conotoxin MVIIA (100 pmol/site) from 0.16 to 24 h
produced antinociception in both neurogenic and
inflammatory phases of the formalin test (Fig. 2). Simi-
lar to the thermal model, the antinociceptive action of
Phalp was longer than that of w-conotoxin MVIIA in
the formalin test (lasting 3 and 24 h in the neurogenic
and inflammatory phase, respectively, Fig. 2A and B).
The antinociceptive action of w-conotoxin MVIIA in
this test lasts only 3 h in both neurogenic and inflamma-
tory pain (Fig. 2C and D). Moreover, Phalp was also
capable of reducing the second phase of formalin-
induced nociception as early as 10 min before formalin
administration (Fig. 2B).

When administered before formalin injection (pre-
treatment), Phalp was as effective and potent as m-cono-
toxin MVIIA to produce antinociception (Fig. 3A-D).
In the neurogenic phase, the [,,x values were
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Fig. 1. Time-course (A and B) and dose-response (C and D) curves for the antinociceptive effect produced by intrathecal administration of Phalf (A
and C) (30-300 pmol/site) or w-conotoxin MVIIA (B) (0.1-10 pmol/site) in the hot-plate test in mice. For dose-response curves, drugs were injected

5 h prior of the test. Data are reported as mean 4+ SEM for n = 12-16 per group. P < 0.01,

stk

P <0.001 compared to PBS, one- (C and D) or two-

way (A and B) ANOVA followed by Student-Newman-Keuls and Bonferroni tests, respectively.
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Fig. 2. Time-course curve for the antinociceptive effect produced by intrathecal pre-treatment of Phalf (200 pmol/site) or w-conotoxin MVIIA
(100 pmol/site) administered from 0.16 to 24 h before formalin injection on neurogenic (A and C) and inflammatory (B and D) phases of the test in
rats. Data are reported as mean & SEM for n = 5-8 per group. “P < 0.05, compared to PBS group, two-way ANOVA followed by Bonferroni test.

55 4 15% and 76 & 9% for Phalp (67 pmol/site) and -
conotoxin MVIIA (200 pmol/site), respectively. In the
inflammatory phase of formalin-induced nociception,
the I,.x values were 67 &= 9% and 73 & 11% and the
IDs, values were 48 (25-92) and 63 (27-145) pmol/site
for Phalf and w-conotoxin MVIIA, respectively. Of
note, the post-treatment (administered 9 min after for-
malin injection) with Pholf was more effective than
and as potent as its pre-treatment, with I, of
87 + 5% and IDsy of 50 (25-75) pmol/site (Fig. 3E).
Nevertheless, the efficacy of w-conotoxin MVIIA was
reduced when it was administered after formalin injec-
tion with an I, value of 37 + 14% (Fig. 3F). Thus, dif-
ferent from ®-conotoxin MVIIA, Phalf was more
effective to reverse an established nociceptive process.

3.2. The analgesic effect of Pholp is related to the
reduction of glutamate release in spinal cord

In the spinal cord the neurotransmitter glutamate is
an important mediator of pain, including that induced
by formalin. As previously described [20], formalin
injection increases glutamate levels in CSF animals.
Both the intrathecal pre and post-treatment with Pholf
(200 pmol/site) almost blocked the increase in CSF glu-

tamate levels induced by formalin in rats, with inhibi-
tions of 78 + 6% and 80 4 13%, respectively (Fig. 4A
and B). Pre-treatment with o-conotoxin MVIIA was
also able to reduce formalin-induced increase CSF glu-
tamate levels, with an inhibition of 74 + 17% (Fig. 4C).

We further explored the mechanism of Phalf action
using a spinal cord synaptosomal preparation in vitro.
When spinal cord synaptosomes were stimulated with
capsaicin (100 uM, to specifically activate the spinal ter-
minals of nociceptors) they release glutamate (Fig. SA
and B). Similar to observed in vivo, both Phalf or -
conotoxin MVIIA almost abolished capsaicin-evoked
glutamate release in a concentration-dependent manner,
with a ICs, value of 2.1 (0.8-5.4) and 4.8 (3.0-7.8) uM,
respectively. Moreover, both Phalf and ®-conotoxin
MVIIA partially, but significantly, reduced capsaicin-
induced increase of [Ca”"} in spinal cord synaptosomes
(Fig. 5C and D), with observed I,,,x values of 45 + 10%
and 51 4 4%, respectively.

3.3. Pholf has antinociceptive effect in a neuropathic pain
model

Directed by the analgesic effects in different types of
pain measurement observed for Phalf, we were inter-
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group, one-way ANOVA followed by Student-Newman—Keuls test.

ested to learn whether this novel toxin would control
neuropathic pain as well. The partial sciatic nerve lesion
caused a decrease on paw withdrawal from von Frey fil-
aments measured 7 days after de surgical procedure (the
value of 50% PWT diminished from 1.59 +0.36 g at
baseline to 0.24 4+ 0.08 g after lesion in operated group),
whereas sham-operated group did not demonstrated
tactile allodynia (the value of 50% PWT were
2.17+£0.43 and 2.32 +0.35g before and after sham
procedure, respectively). The i.t. administration of
30 pmol/site of PhalB caused a statistically significant
anti-allodynic effect from 1 to 4h after injection
(Fig. 6A). Moreover, the it. administration of
30 pmol/site of Phalp did not alter normal mechanical
sensitivity of the animals (Fig. 6B).

3.4. Phalp presents reduced side effects in rodents

We next assessed the possible side effects induced by
intrathecal administration of Phalf in rodents. With
doses capable of producing intense antinociceptive
effects in mice, PhalB (200 pmol/site) and w-conotoxin
MVIIA (10 pmol/site) did not alter any parameter in
rota-rod, open field and grip force tests in mice (data
not shown). We did not detect any alteration in gross
behaviors of mice treated with Phalp (200 pmol/site),
but observed that some mice treated with m-conotoxin
MVIIA (10 pmol/site) developed serpentine tail move-
ments. As previously described [19] intrathecal adminis-
tration with ®-conotoxin MVIIA (10-200 pmol/site)
induced dose-related side effects (including serpentine
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tail movements and intermittent mild body shakes) in
rats (Fig. 7). These side effects were observed with doses
as low as those necessary to induce antinociception in
rats (=10 pmol/site), with a DTsy value of 287 (147-
562) pmol/site. We observed that i.t. treatment with
Phalp also induced side effects in rats, but only with
doses higher than that necessary to induce maximal
antinociceptive effect (=300 pmol/site) and with DTs,
value of 788 (485-1278) pmol/site (Fig. 7). When com-
pared with their potencies to reduce the inflammatory
phase of formalin-induced nociception in rats, the calcu-
lated therapeutic window (DTs0/DIso) of Phalp and w-
conotoxin MVIIA were 16 and 4, respectively.

The intrathecal (i.t.) administration of Phalf
(200 pmol/site) or w-conotoxin MVIIA (100 pmol/site)
in rats caused mild hypotension with recovery to normal
values after 3 h (data not shown).

3.5. Recombinant Phalf possess analgesic effect similar
to native toxin

In order to become effective as a therapeutic agent it
is necessary to obtain a less limited source for obtaining
the toxin. In order to do that, we cloned the cDNA frag-
ment that encodes the mature peptide of the Phalp into
the vector pPBADmycHisC (Invitrogen, USA) and used
this construct to produce a recombinant Phalf in the
bacteria E. coli. The recombinant Phalf, a 10,894 kDa

peptide, is tagged at the N-terminus with a peptide 19
amino acid residues long and at the C-terminus with a
peptide 23 amino acid residues long, which include the
Myc epitope and six histidine residues (Fig. 8A). Immu-
noblot analysis shows that recombinant Phalf can be
specifically recognized by horse polyclonal antibodies
against P. nigriventer total venom (Fig. 8B).

We used the formalin test for the initial evaluation of
whether the recombinant toxin would be functional. As
can be observed in Fig. 8C, recombinant Pholf
(200 pmol/site) was as effective as native toxin to pro-
duce analgesic effect in the inflammatory phase of for-
malin-induced pain.

4. Discussion

Here we introduce a novel pharmacological agent for
the control of pain, the Phalf toxin, previously shown
to be reversibly blocker of high-voltage VSCCs.
Although the toxin seems to show some preference N-
type channels among the HVA Ca®" channel subtypes
tested, higher concentrations do interfere with other
subtypes [34]. Our results show that in animal models
Phalp presents a number of advantages when compared
to the clinically used w-conotoxin MVIIA.

Insults in peripheral tissues, such as skin, joints and
viscera, release several algogenic mediators that in turn
activate nociceptors and sensitize them for other painful
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stimulus. Activation of nociceptors in the periphery pro-
duces messages which converge in the dorsal horn of the
spinal cord which process the nociceptive information
and project it to the cerebral cortex via a relay in the
thalamus, eliciting pain [38]. There is convincing evi-
dence by pharmacological, electrophysiological and
molecular biology studies indicating that VSCC, espe-
cially from the N-type, exert a critical role in controlling
nociceptive processes in the spinal cord [2,29,31].

The present study shows that a novel antagonist of
high threshold VSCCs administered into lumbar intra-
thecal space was capable to induce potent antinocicep-
tive effect on the classical tests for measuring acute
and persistent pain. The formalin test is useful for exam-
ining possible effects on acute nociception versus persis-
tent pain, because it produces a biphasic behavioral
response with a well-resolved transition from acute pain
to a more persistent pain state. The first phase of which
is a measure of the direct activation of nociceptors and
the second phase reflects ongoing peripheral input acting
on dorsal horn neurons sensitized by the input arising in
the first phase [14]. Hence, Phalf is capable of reducing
pain in both normal and early sensitized spinal nocicep-
tive transmission with a long-lasting course for its antin-
ociceptive effect. Of particular interest from a clinical
point of view is the observation that Pha1p not only pre-

vented phase-2 behavior when administered before for-
malin injection, but it also reversed phase-2 behavior
when it was administered after formalin injection. These
observations raise the possibility that, with respect to
persistent clinical pain states, Pholf might be useful
not only for pre-emptive analgesia (when pain can be
anticipated, in example postsurgical pain), but also for
the more common situation in which treatment is sought
long after the pain state has been established [21]. ®-
Conotoxin can also reverse an established pain, but it
is less potent and efficacious than Phalf to produce
such effect. Further studies are needed to assess possible
antinociceptive effects of Phalp in other clinically rele-
vant models of pain.

Phalp or w-conotoxin MVIIA also produce a potent
analgesic effect in the hot-plate, a test that represents a
model of acute thermal pain where tissue injury does
not occur. The low potency of Phalf compared with
o-conotoxin MVIIA to produce analgesia in the hot-
plate test could be an interesting characteristic, since
acute thermal pain has an important physiological pro-
tective function in the preservation of living organisms
and its block in some circumstances should be avoided.

N-type VSCCs in the spinal cord have an important
role modulating the release of key pro-nociceptive neu-
rotransmitters, such as glutamate. In agreement with
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the behavioral data, both toxins were able to reduce glu-
tamate overspill in CFS in response to formalin treat-
ment, an effect likely caused by the efficient inhibition

A

-~
J

*
[
3 *k
@
5 9
<
£ ad
2
2 24 L
2
! =]
0
L L} L) L) L)
PBS 200 300 600 1000

Pha1p (pmol/site)

of evoked glutamate release from nerve terminal due
to inhibition of calcium influx. Moreover, in isolated
nerve terminals obtained from the spinal cord, both tox-
ins blocked glutamate release evoked by capsaicin. The
stimuli used for these in vitro investigations, capsaicin,
activates nociceptors, strongly suggesting that the effect
of the toxins is related to their ability to inhibit glutama-
tergic release. Interestingly, Phalf presented potency
about 3 times higher than w-conotoxin MVIIA to block
the evoked release of glutamate. Furthermore, our
results agree with previous findings demonstrating that
N-type calcium channels could be preferentially coupled
to the release of glutamate in the enhanced nociceptive
transmission at the spinal level following formalin
inflammation [10]. Thus, the decrease in neurotransmit-
ter release from the presynaptic terminals by the reduc-
tion of calcium influx would reduce the activity of the
dorsal horn neurons and thereby increase the threshold
for nociceptive response.

Injury to peripheral nerves often results in a persis-
tent neuropathic pain condition that is characterized
by spontaneous pain, hyperalgesia and allodynia
[18,37]. Injury to the nerve can produce changes in
dorsal horn function and pain. This facilitated process-
ing may be mediated in part by voltage-sensitive cal-
cium channels (see [40] for review). Convergent
observations obtained in a variety of pre-clinical mod-
els have emphasized the anti-hyperalgesic and anti-
allodynic effects resulting from the block of the high-
voltage-activated N-type and low-voltage-activated T-
type voltage-sensitive channels at the spinal level. Stud-
ies with antagonists for the P/Q- and the L-type chan-
nels have shown low efficacy. Accordingly, we have
found that intrathecal injection of Phalp was capable
of reversing nerve injury-induced mechanical allodynia.
This is an important finding since the available analge-
sic drugs often have limited therapeutic value in the
management of neuropathic pain and they may, in
fact, represent a risk to the patient due to their com-
mon side effects [37].
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It has been shown that intrathecal injection of ®-
conotoxins in rats consistently caused serpentine tail
movements and whole body shaking, suggestive of cere-
bellar-related motor alterations [19,30,31]. Furthermore,
serpentine tail movements and whole body shaking
could be rarely detected in mice, a result that we have
reproduced (not shown). As ziconotide can produce side
effects in human, these results suggest that rats are more
sensitive and perhaps more predictive to detect side
effects of VSCC blockers injected intrathecally.

It is noteworthy that Phalf is capable of producing
maximal analgesia with doses in which it did not induce
potential side effects. In contrast, the maximal analgesia
induced by m-conotoxin MVIIA could only be observed
in doses that caused severe side effects. These findings
suggest that, different from w-conotoxin MVIIA, dose-
titration with Pha1f in a clinical setting could be possi-
ble. Thus, Phalp has a higher therapeutic index and
may have superior efficacy for the relief of pain that
could enable its use in a clinical setting. However, more
pre-clinical and toxicological tests must be conducted
prior to the use of Phalf in humans. In this respect,
the fact that we were able to obtain a functional recom-
binant Phalp that produces a response similar to that of
the native toxin may facilitate future pre-clinical and
clinical studies.

The better analgesic profile of Phalf compared with
w-conotoxin MVIIA (i.e. lower potency in acute physio-

logical pain, greater potency in persistent pathological
pain and larger therapeutic window) can be explained
by several factors, including different affinities of toxins
for the activated states or splice variants of N-type
VSCCs and binding in other types of VSCCs [1,16,36].
In fact, different from w-conotoxin MVIIA, Phalp also
can act on other types of VSCCs that are involved in
pain transmission in the spinal cord, such as P/Q, R
and L, that could improve its analgesic action [34]. Since
our previous electrophysiological study was only
focused in VSCCs, we cannot exclude a role for other
ion channels, such as TRP or ionotropic glutamate
receptors, in the antinociceptive response caused by
Phalp. Further, studies must be carried out to elucidate
this point. The present study demonstrates that both
native as well as the recombinant Pholp have analgesic
effect in rodent models of pain, suggesting that this toxin
has the potential to be used as a drug in the control of
persistent pathological pain.
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