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RESUMO

Toxinas de escorpibes tém sido alvo de pesquisa dada suas propriedades
farmacoldgicas. Estas toxinas agem sobre quatro tipos de canais idnicos (Na*,
K*, Ca™ e CI"). As que agem sobre os canais i6nicos para sédio (NaScTx) sdo
divididas em dois grupos a- ou B-toxinas segundo seu alvo molecular dentro
desses canais ibnicos. As primeiras interferem na cinética de inativacéo e as do
segundo grupo afetam a cinética de ativacdo do canal idnico alvo. Muitas
destas toxinas ja foram identificadas e testadas sobre diferentes alvos
farmacolégicos. A maioria é proveniente de escorpides da familia Buthidae,
conhecidos como os escorpifes de relevancia médica devido a capacidade
toxica de sua peconha. No entanto, ainda falta elucidar sobre toxinas das

peconhas de espécies potencialmente perigosas a saude humana.

A pesquisa de toxinas estd sendo promissora para diversos estudos e
desenvolvimento biotecnologico. Dado que a maioria age sobre canais iGnicos,
elas se tornam ferramentas para estudar interagbes ou mecanismos
moleculares de acao desses alvos. Portanto, as toxinas podem favorecer direta
ou indiretamente no desenvolvimento de estratégias para tratar, por exemplo,

doencas como as canalopatias.

Tityus obscurus € um escorpido que ocorre no norte do Brasil, onde acontecem
acidentes por sua picada. Os componentes de sua peconha estdo sendo
pesquisados e os alvos farmacoldgicos das NaScTxs descritas ainda nao foram
identificados. Neste trabalho, pela primeira vez, duas NaScTxs (To4 e Tob)
foram purificadas da peconha de T. obscurus por cromatografia RP-HPLC,
sequénciadas por in-source decay ISD e por meio da biblioteca de cDNA
previamente descrita. A validacdo do alvo molecular especifico destas toxinas
foi realizada testando sete subtipos de canais ibnicos humanos hNa,1.1 —
hNa,1.7 usando a técnica eletrofisiolégica de patch clamp. Adicionalmente,
tentou-se expressar a toxina To5 heter6logamente em Escherichia coli, visando

comparar a atividade eletrofisiol6gica desta com a nativa.



Nossos resultados mostraram que tanto a To4, quanto a To5 séo -toxinas que
afetam a ativagdo e correntes de todos os canais i0onicos testados. Estas
toxinas n&o mostraram algum efeito tipo a, assim, descarta-se a possibilidade
de estas agirem sobre outro sitio destes canais testados. Futuros testes
eletrofisiolégicos poderdo ser feitos sobre canais idnicos proprios de inseto, ja
gue estas duas toxinas potencialmente agem nos dois grupos taxondmicos.
Dada sua capacidade promiscua sobre os hNa,s testados, as toxinas To4 e
To5 mostram ser componentes virtualmente téxicos da peconha deste
escorpido. Estes e outros componentes dessa peconha tornam do T. obscurus,

um escorpido potencialmente perigoso a saude humana.

Palavras chave: B-toxinas, canal ibnico, E. coli, NaScTx, To4, To5, T. obscurus



ABSTRACT

Scorpion toxins have been research targets due its pharmacological properties.
They can target four ion-channels types (Na*, K*, Ca*™ e CI). Such toxins active
on sodium channels (NaScTx) have two interaction points on them, thus being
classified as a- or [B-toxins. The first group interferes with the kinetic
inactivation, and the second group affects the kinetic activation from sodium
channels (Na,s). Several toxins were identified and tested on pharmacological
targets. Most of these are from Buthidae scorpion family, a taxonomic group
considered as of medical relevance. It is necessary to elucidate toxins from
potentially dangerous scorpion venom species yet not described. The toxins
study is being promissory to diverse research and biotechnological
development. Due that the most of them target on ion channels, they would
become tools to ion channels interaction studies or action molecular
mechanisms analysis of them. Thus, toxins could promote direct or indirectly

the strategies development to treat, for example, diseases as channelopathies.

Tityus obscurus scorpion from north of Brazil is cause of accidents for sting. Its
venom components are being investigated, among them, the described
NaScTxs do not have the target Na, defined. By first time, in this work, two T.
obscurus NaScTxs (To4 e To5) were purified from venom by RP-HPLC
chromatography, sequenced by in-source decay ISD and by cDNA library
previously described. The specific molecular target validation was testing the
human Na,s (hNa,1.1 — hNa,1.7) by electrophysiological technique patch
clamp. Additionally, To5 toxin was expressed in Escherichia coli to perform
futures electrophysiological tests. Our results showed than To4 and To5 are -
toxins affecting the both activation and ionic currents from all hNa,s isoforms
tested. These toxins did not show a- activity discarding other possible target site
on these hNa,s. Electrophysiological tests on insect Na,s are recommended
because these toxins are potentially active on them. The promiscuous capacity
of the To4 and To5 toxins on hNa,s make of them compounds potentially toxic
to humans. The T. obscurus venom would be potentially dangerous to human
health.

Keywords: B-toxins, E. coli, ionic channel, NaScTx, To4, To5, T. obscurus
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1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERAQC)ES GERAIS
Durante milhdes de anos muitos organismos tém desenvolvido ferramentas

bioquimicas como mecanismo de predacdo e defesa (Casewell et al., 2013).
Estas ferramentas bioquimicas sao diversas moléculas que vao desde
estruturas simples, como os alcaloides, até aquelas mais complexas como as
proteinas (Dutertre, 2014). Todas elas formam uma mistura denominada de
peconha, veneno ou secrecdo cutanea segundo o organismo. Cada organismo
produz seu préprio arsenal bioquimico que permite a acdo destas moléculas
nos diferentes alvos, ainda que muitas delas compartilhem caracteristicas
estruturais sendo estas provenientes de organismos de diferentes taxa
(Morgenstern & King, 2013).

Os escorpides, como um pequeno grupo destes organismos, tém sua propria
mistura denominada peconha. Esta é composta por substancias proteicas e
nao proteicas (Gomez et al., 2010): enzimas, nucleotideos, lipideos, aminas
biogénicas e peptideos. Destes, os peptideos tém sido descritos como 0s
principais causadores da atividade neurotoxica (Pringos et al., 2011). Dada
esta atividade neurotoxica procedente da peconha da maioria destes
organismos, especialmente daqueles da familia Buthidae, existem numerosos
trabalhos de caracterizacdo dos alvos moleculares desses peptideos visando a
descoberta de novas ferramentas farmacoldgicas (Ortiz et al., 2015), ou mesmo

o entendimento do processo evolutivo pelo qual os escorpides atravessam.

Apesar da grande variedade de toxinas descritas da peconha de escorpides
(Rodriguez de la Veja et al., 2010), o universo destas é ainda maior, pois varios
autores reiteradamente enfatizam que somente a minima quantidade foi
caracterizada (Possani et al., 1999; Diego-Garcia et al., 2014). Adicionalmente,
deste pequeno grupo de toxinas identificadas ainda existem muitas destas sem
sua atividade bioldgica definida (Sunagar et al., 2013). Por outro lado ha
algumas toxinas com seu alvo bem caracterizado e mostram serem candidatos
promissores como futuros farmacos (ver revisdo de Gati e colaboradores,
2012).



Contudo, entre as toxinas ja caracterizadas, atualmente sé uma delas esta em
processo de aprovacédo para uso como farmaco para tratamento de um tipo de
cancer de cérebro (Cheng et al. 2014). Trata-se da TM-601, uma clorotoxina
modificada quimicamente, originaria da peconha do escorpido Leiurus
guinquestriatus quinquestriatus (Mamelak & Jacoby, 2007). Esta consegue se
ligar na superficie das células do glioma reduzindo sua capacidade de
proliferacao (Vetter et al., 2011).

As possiveis explicagdes ante a falta de avango biotecnoldgico destas toxinas
sdo o tempo que toma desenvolver quimicamente elas para afinar e melhorar
sua atividade; testes bioldgicos para identificar e/ou descartar atividade
secundaria e; sua sintese em quantidades comerciais. Conseguir produzir
moléculas grandes como estas requerem de processos complexos e de alto

custo.

No entanto, estas fases iniciais de pesquisa permitem avancos biotecnolégicos
a partir das toxinas que poderiam ser aplicados como futuros tratamentos as
diversas doencas envolvidas com canais i6nicos, desenvolvimento de
inseticidas, antimicrobianos, etc., segundo seja 0 objetivo da pesquisa. Desta
maneira, pesquisar estas toxinas poderia permitir um impacto direto ou indireto
sobre este avanco futuro. Por exemplo, as NaScTx, objeto da nossa pesquisa,
poderiam ser diretos farmacos para tratamento contra doencas que envolvam

canais iénicos para sodio.

Por enquanto, a pesquisa das NaScTx permite avaliar indiretamente seu futuro
avanco biotecnolégico: Quando € pesquisada a interacdo destas com seus
alvos podera ser avaliada tanto as caracteristicas da toxina, quanto a natureza
do canal idnico. O conhecimento das propriedades intrinsecas das toxinas
permite desenvolver antigenos para producdo de antivenenos de espécies
perigosas a saude humana, por exemplo. Conhecer a natureza dos canais
ibnicos a partir dessa interacdo permite elucidar seu mecanismo de acdo que
fornece uma visédo prévia que poderia ser usada no tratamento futuro contra

doencas envolvidas com canalopatias.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacoby%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335414

1.2 TOXINAS ESCORPIONICAS
As toxinas de escorpibes causadoras das diversas atividades biolégicas

caracteristicas do escorpionismo sdo de natureza proteica. Estas variam em
tamanho e estrutura. A maioria sdo peptideos, muitos deles empacotados por
entre dois a quatro ligacdes dissulfeto (Mouhat et al., 2004). Estas toxinas
estdo classificadas principalmente segundo a sua estrutura primaria, ainda que
caracterizadas conforme seu alvo farmacoldgico. Antimicrobianos de natureza
peptidica (Harrison et al., 2014), neurotoxinas de diversos tamanhos e outras
toxinas com alvos moleculares diferentes (Ortiz et al., 2015) tém sido descritos.
Dado nosso foco de pesquisa, as toxinas de nosso interesse sao as
neurotoxinas que agem sobre canais i0nicos. A Tabela | resume algumas
caracteristicas estruturais destas toxinas, que por sua vez, sao classificadas
segundo o canal iénico alvo, como “clorotoxinas”, que modulam a atividade dos
canais ibnicos para cloreto, “calcinas”, que modulam a atividade dos canais
ibnicos para célcio, KTxs, que sao exclusivamente bloqueadoras de canais
ibnicos para o potassio e as NaScTxs, que sdo toxinas que atuam sobre canais

ibnicos para o sodio (Quintero-Hernandez et al., 2013).

Tabela II.
dissertacdo Morales D., 2013).

Estrutura/funcdo das toxinas escorpionicas. (Adaptado da

_ _ Estrutura Residuo(s) de -
Tipo de toxina — —— Funcao
Secundaria Terciaria aa chave(s)
(Ligagdes dissulfeto)

*

Modulam a atividade

NaScTxs BaBB, aaBpa 3ou4d
dos Na,s
Blogueiam os canais
KTxs aBpB, papp, aaaP, aa 2,3o0u4 Lys R
para K
Modulam a atividade
“Clorotoxinas” Bapp 4 Indefinido ) i
dos canais para ClI
) ) Modulam a atividade
Calcinas ABB, BRRABR 3ou4 His, Lys, Arg

dos canais para Ca"™

* As NaScTxs tem mdltiplos locais de reconhecimento com seu canal i6nico
alvo, portanto, esta indefinido um uUnico residuo de aminoacido chave para sua
atividade bioldgica.

1.2.1. Toxinas que modulam a atividade dos canais para cloreto
Sao poucas as toxinas caracterizadas para esta atividade bioldgica (Diego-

Garcia et al.,, 2014). No entanto, uma sequéncia de pesquisas levou a



caracterizar uma clorotoxina (Fig. 1) promissora como farmaco para tratamento
contra glioblastoma multiforme (Cheng et al. 2014). Estas toxinas se
caracterizam por serem compostas de 31 residuos de aminoacidos (Mouhat et
al., 2004) e possuir 4 ligagdes dissulfeto (www.uniprot.org).

Figura 1. Representacdo estrutural da clorotoxina.Toxina isolada da peconha
do escorpido Leiurus quinquestriatus (Acesso PDB, 1HCL). Nesta se identifica
estruturalmente uma a-hélice (rosa) e duas fitas-f (amarelo) antiparalelas
estabilizadas por 4 ligacfes dissulfeto (Lippens et al., 1995).

1.2.2. Toxinas que modulam a atividade dos canais para calcio
Dentre estas toxinas existem aquelas que agem sobre canais ibnicos para

célcio préprios da membrana celular e outro grupo de toxinas que agem sobre
aqueles canais expressos na membrana do reticulo endoplasmatico e/ou
sarcoplasméatico nos receptores de rianodina (Fig. 2). As primeiras sdo de
natureza polipeptidica, cadeia de aminoacidos que superam os 60 residuos
estabilizados por 4 ligacdes dissulfeto e que normalmente séo ativas em canais
para sédio com atividade bloqueadora ou moduladora (Norton & McDonough,

2008). O segundo grupo sdo peptideos bem caracterizados de 33 a 35



residuos de aminoacidos estabilizados por 3 ligacdes dissulfeto e com
atividade moduladora das correntes idnicas (Schwartz et al., 2009), embora se
conhecam alguns deles com 4 ligagdes dissulfeto e/ou de maior tamanho
(Quintero-Hernandez et al., 2013).

B

=\

/

Figura 2. Representacao estrutural das toxinas que agem sobre canais ibnicos
para o calcio. A. A kurtoxina (Acesso PDB, 1T1T) isolada da peconha do
escorpido Parabuthus transvaalicus formadas por 63 residuos de aminoacidos
com 3 fitas-p antiparalelas (amarelo), 1 a-hélice e uma estrutura randémica.
Esta toxina esta estabilizada por 4 ligacfes dissulfeto (Lee et al., 2012). B. A
maurocalcina (Acesso PDB, 1C6W) isolada da peconha do escorpido Scorpio
maurus se compde de 33 residuos de aminoacidos com 2 fitas- antiparalelas
(amarelo) e uma estrutura randémica. Esta toxina esta estabilizada por 3
ligacOes dissulfeto (Mosbah et al., 2000).

1.2.3. Toxinas que blogueiam os canais para potassio
Estas toxinas, assim como seus canais idnicos alvo, tém grande diversidade

estrutural. Este tipo de toxinas é classificado principalmente segundo sua
estrutura primaria. No entanto, outras caracteristicas como o0s padrdes
tridimensionais por pareamento de cisteinas e atividade permitiram dividi-las
em sete subfamilias (Fig. 3) e, cada uma destas, subdividida segundo a ordem
da descoberta. Estas subfamilias sdo a-, B-, y-KTx (Possani et al., 2000;
Rodriguez de la Vega & Possani, 2004; Tytgat et al., 1999), k-KTx (Srinivasan
et al., 2002), 5-KTx (Chen et al., 2013a), \-KTx (Gao et al., 2013) e finalmente,

a ¢-KTx (Cremonez et al., 2016). As toxinas que agem sobre canais idnicos
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para potassio sdo denominadas KTxs e possuem entre 22 (Mouhat et al., 2004;
2008) a 75 (Zhu et al., 2010) residuos de aminoacidos (Bergeron & Bingham,
2012) estabilizadas por 2, 3 ou 4 ligacdes dissulfeto, segundo a familia da
toxina (Martin-Eauclaire & Bougis, 2012).

As a-KTx (Fig. 3A) sdo a subfamilia mais diversa com 28 representantes
(http://mww.uniprot.org/docs/scorpktx; Chen et al., 2012) se constituindo por
aproximadamente 162 toxinas diferentes (http://www.uniprot.org/docs/scorpktx),
gue estdo estruturadas por duas fitas-f unidas a uma a-hélice por 3 ou 4
ligacdes dissulfeto (Rodriguez de la Vega & Possani, 2004; Tytgat et al., 1999).

As B-KTx (Fig. 3B) sdo peptideos compostos por uma estrutura a-hélice e duas
fitas-B, unidas por trés ligacOes dissulfeto (Rodriguez de la Vega & Possani,
2004; Tan et al., 2006; Tytgat et al., 1999), com 47-68 residuos de
aminoacidos  (http://www.uniprot.org/docs/scorpktx), arranjadas em dois
motivos estruturais bem diferenciadas em estrutura e funcéo (Diego-Garcia et
al., 2008).

As y-KTx (Fig. 3C) sao principalmente classificadas pela sua funcdo. Elas
agem especificamente sobre os canais i6nicos tipo hERG (Tytgat et al., 1999).
Este tipo de toxinas sédo formadas por uma a-hélice e duas fitas-f (Rodriguez
de la Vega & Possani, 2004), unidas por quatro ligacdes dissulfeto (Corona et
al., 2002).

As k-KTxs (Fig. 3D) sao a subfamilia de toxinas mais simples (Srinivasan et al.,
2002). Estas se compdem de duas estruturas a-hélice estabilizada por duas

ligacOes dissulfeto (Nirthanan et al., 2005).


http://www.uniprot.org/docs/scorpktx
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As toxinas tipo Kunitz que foram destacadas em pecgonhas provenientes de
outros grupos taxondmicos pelo seu padrdo de pareamento de Cys, também foi
determinado para escorpides estabelecendo a subfamilia 6-KTx (Chen et al.,
2013). A funcéo biolégica adicional destas toxinas é inibir serinoproteases
(revisado por Mouréo & Schwartz, 2013).

As toxinas tipo (inhibitor cystine knot) ICK pela sua estrutura e funcao diversa
foram catalogadas como a familia A-KTx (Gao et al., 2013). Finalmente, foi
proposta a subfamilia e-KTx mostrando um motivo tipo ICK mas sem as
classicas estruturas secundarias alpha-hélice e fitas beta (Cremonez et al.,
2016). Para melhor compreensao sobre KTxs foi criado “Kalium”, uma base de
dados que compila 174 KTxs descritas com suas informacdes técnicas
(Kuzmenkov et al., 2016).

Antes de descrever as toxinas que agem sobre canais idnicos para sodio é
preciso conhecer um pouco destes canais transmembranicos. Portanto, se

detalha informacé&o dos canais ibnicos para sodio, seguido pelas NaScTxs.

1.3 CANAIS IONICOS PERMEAVEIS A SODIO
Estes canais ibnicos sdo estruturas proteicas transmembranicas que permitem

o fluxo do ion sbdio através da membrana celular, com isso, levando a
despolarizacdo da célula necessaria para desenvolver sua atividade fisiolégica
normal (Catterall, 2012). Sua funcdo esta em, apdés um estimulo, iniciar uma
entrada massiva de ions sodio para dentro da célula gerando uma
despolarizacdo. Os canais para potassio abrem permitindo a entrada de ions
potassio (encarregado de repolarizar a célula) e se preparar de novo para
continuar o ciclo do potencial de acdo. Estas despolarizacbes geram potenciais
de acdo que atuam em células excitaveis como neurénios, células musculares,
células do sistema imune entre outras (Catterall, 2014). Este grupo de canais
ibnicos sdo conhecidos como Canais para So6dio Dependentes de Voltagem
(sigla em inglés VGSC) os quais sdo catalogados como subtipos desde Na,1.1
até Na,1.9 (Tabela II).



Tabela Il. Localizagéo, funcdo e doencas relacionadas aos Na,s.

Subtipo de Nay

Expresso em

Funcdes

Doencas

relacionadas

Na,1.1

Na,1.2

Na,1.3

Na,1.4

Na,1.5

Na,1.6

Na,1.7

Na,1.8

Na,1.9

NC e primariamente em

midcitos cardiacos.

NC,

axonios ndo mielinizados e

principalmente em

pre-mielinizados.
NC e primariamente em
miocitos cardiacos.

Musculo esquelético.

Musculo cardiaco.

SNC: células do cerebelo,
cortex cerebral, hipocampo
células de Purkinje, tronco
encefalico medula espinhal
e astrocitos.

SNP: células de Schwann,
DRG.

SNP: células de Schwann,

neuroenddcrinas e DRG.

SNP: DRG e retina.

SNP: DRG e retina.

PA e DR no SNC e SNP.
Acoplamento da
excitacdo/contracdo  dos
midcitos cardiacos.

PA e conducdo, DR no

SNC e SNP.

PA e conducdo, DR no
SNC e SNP.

PA e transmissao.

PA e conducéo.

PA e transmissdo em NC e
seus axodnios mielinizados,
responsaveis pelas
correntes ressurgentes e
persistentes das células de
Purkinje.

PA e transmissao, lenta
inativacdo facilitando lenta
resposta.

Promove inativagéo lenta

Amplifica despolarizagcbes
de sub-limiar lento e
modula e excitabilidade da

membrana plasmatica.

Epilepsia, enxaqueca,

ataxia e autismo.

Epilepsia, enxaqueca,

ataxia e autismo.
Epilepsia, enxagueca,
ataxia e autismo.
Paralisia periddica
hipercalémica, Paralisia
periddica hipocalémica e
paramiotonia congénita.

Sindrome de Brugada,

Sindrome QT e Fibrilagdo

atrial.

Epilepsia, enxagueca,
ataxia, autismo e coceira
paroxistica.

Anemia, tosse, diabetes,
distarbios da dor e coceira
paroxistica.

Disturbios da dor e coceira
paroxistica. Altera o]
processo visual.

Disturbios da dor e coceira
paroxistica. Altera o

processo visual.

Esta tabela apresenta informacfGes da localizagcdo dos Na,s nos diferentes
tecidos onde sdo preferencialmente expressos, suas funcoes fisioldgicas e as
doencas envolvidas quando acontece alteracfes na sua estrutura. Informacdes
compiladas de Catterall et al., 2005; de Lera & Kraus, 2015 e Kwong & Carr,
2015. NC, neurbnios centrais. SNC, sistema nervoso central. SNP, sistema
nervoso periférico. DRG, Ganglios da raiz dorsal. PA, potencial de acdo. DR,
disparos repetitivos. Os Na,1.8 e 1.9 ndo foram testados neste trabalho porque
nao disponibilizamos deles no laboratério.



Tais subtipos tém distribuicdo diferenciada no sistema nervoso e o mau
funcionamento desses canais esta relacionado a varias doencas neurologicas,
gue podem ser classificadas como canalopatias (Catterall, 2000; Catterall et al.,
2007; Catterall, 2012). Um resumo geral da funcdo fisiolégica e doencas
relacionadas aos Na,s sao apresentados (Tabela Il). Entre estas doencas, néo
apresentado na tabela, alguns tipos de cancer cujo crescimento e metastase
esta relacionado com a expressdo dos Na,s poderia ser tratado a partir
farmacos que agem sobre eles (de Lera & Kraus, 2015). Desde este enfoque,
as NaScTxs poderiam ser uma aplicacao potencialmente terapéutica.

1.3.1. Estrutura dos canais i6bnicos para sodio
Os VGSC (denominados Na,s de agora em diante) sao proteinas cuja estrutura

guaternaria se compde de duas subunidades, uma denominada alfa e outra(s)
acessorias denominada(s) beta (B1 e B2), expressa(s) segundo o subtipo de
Na, (Catterall, 2012) (Fig. 4). A subunidade alfa, de aproximadamente 2000
residuos de aminoacidos é tetramérica, com cada tetramero composto de seis
segmentos transmembranicos (S1 — S6) denominados Dominios (DI — DIV)
(Cestele & Catterall, 2000; Payandeh et al. 2012; Catterall, 2012; 2014) (Fig.
6A).

Os segmentos transmembranicos adotam a conformacgao de a-hélices ligadas
entre si por estruturas randémicas em al¢cas chamadas loops. Por sua vez, os
loops podem estar imersos no citoplasma ou fora da célula conectando
segmentos transmembranicos. Eles sdo denominados segundo os segmentos
gue ligam; por exemplo, o loop vermelho apresentado na figura 4 é chamado
de loop S3-S4 do dominio DIIl. Alguns loops que estdo localizados
extracelularmente séo alvo das toxinas de escorpides (Fig. 4). Os segmentos
S5 e S6 de cada Dominio se juntam no centro da subunidade alfa para
constituir o poro seletivo ao ion Na® (Catterall, 2000; 2012; 2014). Os
segmentos S4 de cada Dominio sdo sensiveis as mudancas no potencial de
membrana pelo que eles sdo responsaveis pela ativacdo ou inativacdo rapida
dos Nays (Fig. 4) (Catterall et al., 2012; 2014).
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Figura 4. Representacdo esquematica do modelo estrutural do Na.,.
Representacdo esquematica do modelo estrutural do Na,. Este apresenta as
subunidades a e B, 0s segmentos transmembranicos (em cilindro)
representativos de cada Dominio (DI — DIV) e alguns locais alvo de toxinas de
escorpido NaScTx.

1.3.2. Modo de acédo dos canais i6nicos para sodio
Os Nays possuem dois estados, ativado e em repouso, e entre estes outros

estados intermediarios (Catterall, 2014). A ativacdo dos Na,s se da pelo
deslocamento, no sentido externo da membrana, do segmento S4 do dominio
DIl (Catterall, 2012) (Fig. 5). Este segmento S4 possui residuos basicos
(usualmente arginina) ao longo da sua sequéncia de aminoacidos que detecta
as variacdes no potencial de membrana. Dado que a célula no seu estado de
repouso esta polarizada, ela estd negativa no citoplasma com isso puxando o
sensor de voltagem S4 para dentro. Quando ocorre despolarizacdo (inverséo
de polaridade transitoria), ha troca de cargas entre esses residuos de
aminoacidos ao longo do segmento S4. Este segmento comeca a se deslocar
linearmente para fora da célula, produzindo torque sobre si, e sobre os

segmentos S1, S2 e S3 (Catterall, 2014). Com isso, o loop S4 — S5 é puxado
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lateralmente a superficie interna da membrana provocando mudancas na
posi¢cédo dos segmentos S5 e S6, abrindo o poro seletivo e permitindo o acesso
ao Na' (Catterall, 2012; 2014).

A inativacao rapida dos Na,s se da pelo loop que liga os dominios DIll e DIV da
subunidade alfa. Esta estrutura possui trés residuos de aminoacidos (IFM) que
sdo chaves para sua funcdo de se unir ao poro seletivo intracelularmente
bloqueando a condutancia ao Na® (Catterall, 2014). No entanto, quem da
origem a inativacdo rapida € o segmento S4 do dominio DIV causado pela
movimentacdo dele no sentido extracelular apds despolarizacdo (Catterall,
2000).

Figura 5. Dominio sensor de voltagem apresentado pelo algoritmo Rosetta.
Neste se identificam dois processos: O primeiro quadro tem trés fases do
estado de repouso e o segundo tem trés fases do estado ativado. Neles, o
segmento S4 claramente se desloca (Adaptado de Catterall, 2012).

1.3.3. Pontos de interacdo dos Na,s e NaScTxs
Existem varias toxinas animais que interagem com diferentes pontos nos

canais iébnicos Na,s modulando ou blogueando-os (Cestele & Catterall, 2000;
Catterall, 2007). As NaScTxs agem em dois locais diferentes do Na, (Figs. 4 e
6A). As a-toxinas interagem com o0s loops S1-S2 e S3-S4 do dominio DIV e S5-
S6 do dominio DI. Ja as p-toxinas se ligam aos loops S1-S2 e S3-S4 do
dominio DIl da mesma subunidade (Cestele & Catterall, 2000; Pedraza &
Possani, 2013). Estes pontos de interacdo das a- e B-toxinas com os Na,s

foram denominados sitios 3 e 4, respectivamente (Cestele & Catterall, 2000).
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Dado que os dominios DIl e DIV estdo envolvidos com a ativacao e inativagdo
dos Nays, respectivamente (Catterall, 2000), as NaScTxs modulam estas
atividades segundo seu sitio alvo (Jover et al., 1980). Mesmo que ainda falte
aprofundar o conhecimento destes residuos de aminoécidos que sdo chave
dos Nays, atualmente se conhece que a Glu779 e a Pro782 localizados no loop
S1-S2 do dominio DIl sdo fundamentais para o reconhecimento das B-toxinas,
igualmente acontece com os residuos de aminoacidos Glu837, Leu840,
Gly845, Ala841 e Leu846 localizados no loop S3-S4 do mesmo dominio
(Pedraza & Possani, 2013).

A DI DIl DIl DIV
o inas B-toxinas a-toxinas
s1-52 5354 s1-s2 S3-54

ouUT o L\ - LN
+ 1N + 1B +
S1[S2|S3|S4/S5| |S6 } + +
— + + +

N TV U AY ¥ "IFM
NH.* CO0O -

Ay

. N :
B . DIIS3 @ DII S4

rNavl.2 830 IVSLSLMELGLANVEGLSVLRSFRL 854

Figura 6. Desenho representativo da estrutura da subunidade a de um Na,. A,
apresenta o formato da subunidade a identificando os locais especificos de
reconhecimento das a-toxinas e B-toxinas (Adaptado de Gurevitz, 2012). B,
apresenta a estrutura primaria do loop S3-S4 do dominio Il identificando os
residuos chave para a interacao entre B-toxinas e Na,s (Adaptado de Pedraza
& Possani, 2013). Os residuos de aminoacidos sublinhados estdo envolvidos
na afinidade de interagao das [B-toxinas com o canal iénico, aqueles que estao
em negrito estdo envolvidos com a fixacdo do sensor de voltagem e aqueles
marcados com cinza, quando sofrem mutacdes, aumentam a atividade do
sensor de voltagem do canal idnico.

1.4 TOXINAS QUE MODULAM A ATIVIDADE DOS Nays
As NaScTxs sdo toxinas definidas por exercerem atividade modulatéria sobre

0s canais idnicos para sodio. Estas inicialmente foram divididas em dois grupos
gquando Jover e colaboradores (1980) testaram duas toxinas (a toxina Il do

escorpido Centruroides suffusus e a toxina Il do escorpido Androctonus
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australis) achando que estas, além de ndo serem competitivas, ndo tinham a
mesma atividade sobre os sinaptossomas preparados do cérebro de ratos.
Assim, estas toxinas por um longo periodo foram catalogadas como a-toxinas e
B-toxinas segundo seus locais especificos de interagcdo nos canais ibnicos para
sédio. Foram, inclusive, catalogadas como toxinas provenientes de peconha de

escorpides do velho e do novo mundo, respectivamente.

Apébs serem consideradas como a- e B-toxinas (Jover et al., 1980), quase duas
décadas depois as NaScTxs demonstraram ser ativas sobre diferentes subtipos
de canais ibnicos para sodio. Assim, considerando suas propriedades
estruturais e funcionais as NaScTxs passaram a ser divididas em 10 grupos
como descrito a seguir: toxinas do velho mundo, B-toxinas classicas, 3-toxinas,
depressantes, ativas sobre insetos, a-toxinas para insetos, inseto-excitatorias,
toxinas fracamente ativas, toxinas do novo mundo e excitatorias (Possani et al.,
1999).

Paralelamente, estas NaScTxs foram caracterizadas evolutivamente como a- e
B-toxinas proprias da peconha de escorpides do velho e novo mundo,
respectivamente (Gordon et al., 1998). Posteriormente, foi constatado que
algumas das toxinas proprias da peconha de escorpifes do velho mundo foram
encontradas em peconhas de escorpides do novo mundo, incluindo-se nessa
lista uma toxina (a Lghbl da peconha do escorpido do velho mundo Leiurus
guinquestriatus hebraeus) que apresentou caracteristicas estruturais e
funcionais semelhantes as NaScTxs tanto do velho quanto do novo mundo
(Gordon et al., 2003). Adicionalmente, em uma analise filogenética destas
NaScTxs foi sugerida uma selecdo positiva, na qual estas a- e B-toxinas
respondiam a uma forca adaptativa gerada pela ampla variedade e distribuicéo
nos diferentes tecidos dos canais i6nicos para sodio (Zhu et al., 2004).
Atualmente, a separacao de toxinas seguindo o padrdo biogeogréfico velho ou

novo mundo estd em desuso.

1.4.1. a-toxinas
Este grupo de toxinas (Fig. 7) se constitui por trés fitas-f unidas a uma a-hélice

estabilizadas por 4 ligagGes dissulfeto (Gordon et al., 2007; Kahn et al., 2009).
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Os residuos de aminoacidos chave destas toxinas para reconhecimento do
local especifico de seu canal iGnico alvo estdo localizados em dois pontos da
toxina: sdo 5 residuos localizados entre as posi¢cdes 8-13 e no extremo C-
terminal a partir do residuo 56, residuos que por sua vez variam segundo o

subtipo de canal iGnico alvo (Gordon et al., 2007).

A distribuicdo desses residuos nas a-toxinas permitiu dividir a superficie ativa
destas em dois dominios, o “Dominio basico” que se compde de residuos
basicos e o “Dominio NC”, que faz parte do extremo C-terminal (Karbat et al.,
2007; Gordon et al., 2007). Mais recentemente, foi indicado que além de outros
provaveis residuos localizados estrategicamente, o residuo de aminoécido na
posicdo 39 esta envolvido ndo s6 na atividade da toxina, como também com
sua especificidade pelo alvo no canal ibnico (Weinberger et al., 2010; Gurevitz
et al., 2012).

Figura 7. Representacado estrutural de uma a-toxina. A toxina lll (Acesso PDB,
1LQQ), com atividade anti-mamifero/inseto (a-like) isolada da peconha do
escorpido Leiurus quinquestriatus quinquestriatus se constitui de uma estrutura
a-hélice e 3 fitas-B (amarelo) antiparalelas, estabilizadas por quatro ligactes
dissulfeto (Landon et al., 1996).
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Como foi explicado, este grupo de toxinas age no sitio 3 dos Na,s (Ver Fig. 6A).
Como resultado dessa interacdo, a nivel celular ocorre uma “despolarizacao”
prolongada produzida pela diminuicAo no processo de inativagdo do canal
ibnico (Quintero-Hernandez et al.,2013). O mecanismo de acdo das a-toxinas
sobre seus respectivos subtipos de canais ionicos alvo foi proposto (para
suporte ver o modo de acao dos Na,s, Fig. 5): a toxina interage com o loop S3-
S4 do DIV impedindo que o segmento transmembranico S4 se desloque
livremente diminuindo assim, a cinética normal do canal ibnico (Ma et al.,
2013).

Sua subclassificacdo atual se comp8e de trés grupos (Fig. 8): As classicas a-
toxinas, as anti-inseto a-NaScTxs e as toxinas a-like (Gordon et al., 2007,
Gurevitz et al., 2012; Quintero-Hernandez et al.,2013). As primeiras agem
especificamente sobre Na,s de mamiferos (sinaptossomas isolados do cérebro
de rato) com um Kd de 0.2-5 nM e alguns exemplos sédo as toxinas Aahl
UniProtKB P01479 (Rochat et al., 1970), Aah2 UniProtKB P01484 (Rochat et
al., 1972) e Aah3 UniProtKB P01480 (Kopeyan et al., 1979), Lgq5 UniProtkKB
P01481 (Kopeyan et al., 1978) e Bot3 UniProtKB P01485 (Benkhaddir et al.,
2004) dos escorpides africanos Androctonus australis Hector, Leiurus

guinquestriatus quinquestriatus e Buthus occitanus tunetatus, respectivamente.

As toxinas do segundo grupo agem especificamente sobre canais para sodio
dependentes de voltagem de neurdnios de inseto com Kd de 0,06 -1 nM e
alguns exemplos sao as toxinas Lgqq3 UniProtKB P01487 (Kopeyan et al.,
1993) e BotIT1l UniProtKB P55902 (Borchani et al.,, 1997) dos escorpides
Leiurus quinquestriatus quinquestriatus e Buthus occitanus tunetatus,
respectivamente. Por ultimo, as toxinas a-like agem inespecificamente sobre
insetos e mamiferos e alguns exemplos sdo as toxinas Lgh3 UniProtKB
P56678 (Sautiere et al., 1998), Lqh6 UniProtKB P59356 (Hamon et al., 2002) e
BmK-M1 UniProtKB P45697 (Ji et al., 1996) dos escorpides L. quinquestriatus

hebraeus e Mesobuthus martensii Karsch, respectivamente.
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Figura 8. Alinhamento de a-toxinas. Apresenta a subclassificacdo das a-toxinas
com as ligagcbes dissulfeto (linhas pontilhadas). Os tracos indicam gaps, 0s
pontos indicam residuos de aminoacidos idénticos e as Cys ressaltadas em
amarelo (Adaptado de Gurevitz et al., 2012). Alguns residuos de aminoéacidos
béasicos localizados no N-terminal séo indicados em vermelho e o dominio C-
terminal esta indicado dentro do quadro vermelho.

As a-toxinas descritas para espécies do género Tityus sdo alinhadas na Fig 9.
Estas incluem toxinas identificadas diretamente da peconha e precursores
ainda nao testados biologicamente, para algumas delas, seus peptideos sinais
estdo identificados (http://www.uniprot.org/uniprot/?query=Tityus+AND+%CE
%B1-toxins&sort=score). Pode-se observar que estas toxinas compartilham
alguns residuos de aminoacidos como as Cys, que favorecem o0 suporte
estrutural, além de alguns dominios que poderiam favorecer sua atividade

bioldgica.

As toxinas alinhadas sdo proprias das espécies T. discrepans (Td): TdNa9
UniProtkKB (C9X4K7), TdNalO UniProtKB (C9X4K8) e TdNa8 UniProtkB
(C9X4K6); T. obscurus (To): Tol0 UniProtkB (H1ZZH9), To9 UniProtkKB
(H1ZZH8) e To2 UniProtkB (P60212); T. pachyurus (Tpa): Tpa4 UniProtkKB
(H1ZzZ15); T. stigmurus (Tst): Tst3 UniProtKkB (POC8X5) e Tst2 UniProtkB
(P68411); T. serrulatus (Ts): Ts5 UniProtkB (P46115), Ts2 UniProtkKB
(P68410); T. bahiensis (Tb): Tb3 UniProtKB (P56608) e TbTx5 UniProtkB
(POC5KS); T. fasciolatus (Tf): UniProtkB (P83435).
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Espécie Toxina

TdNa9 MLKFAIAVALLLFIGLELREARDGYPQSKVN IGRWS -~ FNVAPDTVLYGDPGTKI
TdNal0 MWTFAIVLA-FLLIGLDEGEALDGYPLSKNN D RWD-- FNVAPDTKMY--PGEL|
Tol0 -MNYSTLIAVASLLTAGTESKKDGYPV-EGSA K YWVNI YGLPD---NAAIKGYG
TdNa8 -MNYLTLIAAASLLTAGTESKKDGYPVKEGDA K YWGNI YGLPD---KAAIKGYG
To9 -MNYSTLIAVASLLTAGTESKKDGYPVKEGDA K YWGNI YGLPD---KAAIKGYG
Tsd [ K<DGYPVEGDN+ K [VWSP - YGLPEHILKEPTKTSG
Tpa4 -MNYFVLIAVACLLTAGTESKKDGYPLEYDN+ K YWAHI YGLPD---NEPIKTSG
Tstd | e K<DGYPVEYDN+ K YWAHI YGLPD---SEPTKTNG
Th3 et K<DGYPVEADN- K YWVHI YGLPD---NEPTKTNG
ThTx5 -MNDFVFLVVACLLTAGTEGKKDGYPVEGDN+ K YWVHI YGLPD---KEPTKTNG
Ts2 e {EGYAMDHEG- G [AWP - - YGVPDHIKVWDYA-TN
Tst2 | e {EGYAMDHEG- G [AWP - - YGVPDHIKVWDYA-TN
L1 L S - == =======cs=s=s=s=c G{EGYPADSKGH T [AWP - - YGLPDSASVWDSA-TN
DI

To2 MIRFVLFISCFFLIGTVVECNKDGYLMEGDGH AWL-- YNMPDSVEIWDSK-NN

Figura 9. Alinhamento das a-toxinas préprias de escorpides do género Tityus.
Cys indicadas em vermelho. Peptideo sinal em realce verde. (*) Residuo de
aminoacido idéntico, (:) Residuo de aminoacido semiconservativo.

1.4.2. B-toxinas
Este tipo de toxinas é muito variado (Fig 10). A maioria delas se estrutura por

uma a-hélice e trés fitas-B antiparalelas, estabilizadas por 3 ou 4 ligacdes
dissulfeto (Rodriguez de la Vega & Possani, 2005; 2007; Pedraza & Possani,
2013). No entanto, outras podem possuir estruturas adicionais como uma a-
hélice acessoria, com a Bj-xtrIT, uma B-toxina inseto-excitatéria da peconha do
escorpido Hottentotta judaicus (Fig. 11). Similarmente as a-toxinas, para este
grupo de toxinas ja se tem caracterizado alguns locais especificos que

permitem a interacdo com seus canais ibnicos alvo. Sao eles:

1) A “regido do farmacoporo”, que estd associada a estrutura a-hélice das
toxinas, é constituida de residuos de aminoacidos negativos e esta envolvida
com o ponto de reconhecimento da toxina (pode ser seletivo aos subtipos de

canais iénicos);

2) Residuos no C-terminal com caracteristicas hidrofébicas que permitem

afinidade ao sitio receptor;

3) Um grupo exposto de residuos aromaticos localizados no loop que conecta

as fitas-p 2 e 3 da toxina que facilita sua atividade;

4) alguns residuos localizados no sulco N-terminal que estdo envolvidos na
fixacdo do sensor de voltagem (Rodriguez de la Vega & Possani, 2007,
Pedraza & Possani, 2013);
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5) além da variavel presenca de residuos de aminoacido nos loops que
conectam as estruturas secundéarias e daqueles residuos localizados no C-
terminal das B-toxinas que estao envolvidos com sua especificidade (Quintero-
Hernandez et al.,2013).
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Figura 10. Representacdo estrutural de duas B-toxinas. As duas toxinas
apresentam estruturas similares com a-hélice e 3 fitas-B (amarelo)
antiparalelas, estabilizadas por quatro ligacdes dissulfeto. A. Bm32-VI (Acesso
PDB, 1WWN), com atividade excitatéria anti-inseto isolada da peconha do
escorpido Mesobuthus martensii Karsch (Tong et al., 2006) e B. Cssll (Acesso
PDB, 2LI7), com atividade antimamifero isolada da peconha do escorpido
Centruroides suffusus suffusus (Saucedo et al., 2012).

Apos interacdo das B-toxinas com seu alvo, estas deslocam a dependéncia de
voltagem dos Na,s para potenciais mais negativos (Possani et al., 1999;
Quintero-Hernandez et al.,2013; Pedraza & Possani, 2013) fazendo com que a
célula figue mais sensivel a potenciais despolarizantes e promova estimulos
espontaneos e repetitivos. O mecanismo de interacdo destas toxinas com 0s
canais ibnicos tenta ser elucidado. Foi proposto que as [B-toxinas interagem

com o sensor de voltagem do dominio Il do canal i6nico alvo impedindo sua
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livre movimentacdo e, por conseguinte, produzindo a diminuicdo do pico da

corrente do ion sodio.

No entanto, quando este sensor de voltagem do dominio Il preso pela toxina é
submetido a pré-pulsos despolarizantes, esta estrutura consegue se deslocar
parcialmente permitindo fixar o canal idbnico em estado pré-ativado (Rodriguez
de la Vega & Possani, 2007). Atualmente, este mecanismo € apresentado por 3
passos. No primeiro, a B-toxina se une aos sitios receptores S1-S2 e S3-S4 do
dominio Il no momento em que o canal idnico esta inativo. Isso faz com que
esta estrutura fiqgue fixa e se mantenha impedindo o fluxo do ion sédio por

tempo prolongado.

Figura 11. Representacdo estrutural de uma B-toxina inseto-excitatoria. A Bj-
xtrIT purificada da peconha do escorpido Hottentotta judaicus (Acesso PDB,
1BCG) se estrutura como as outras [B-toxinas, mas possui uma a-hélice
acessoria indicada no quadro (Oren et al., 1998).

No segundo passo, a estimulacdo celular com um pré-pulso produz uma forte
despolarizacdo que permite a movimentacdo do segmento S4 encarregado de
abrir o poro do canal idnico (estado ativado). Esta movimentacdo do S4 em

direcdo a face externa da membrana expfe alguns residuos de aminoacidos
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gue sdo alvo da toxina. No terceiro passo, a toxina fixa esta nova posi¢céo
estrutural do canal idnico fazendo com que este permaneca em estado ativado,
tanto que na repolarizagdo o canal ibnico s6 consegue voltar até seu estado

pré-ativado (Pedraza & Possani, 2013).

As B-toxinas foram subclassificadas (Fig. 12) segundo sua atividade biol6gica e
estrutura (Rodriguez de la Vega & Possani, 2007; Gurevitz et al., 2012;
Quintero-Hernandez et al.,2013):

) B-toxinas com atividade antimamiferos: S&o as toxinas que agem
exclusivamente em canais i6nicos para sédio de células de mamiferos. Séo
proprias de escorpides do género Centruroides. Seus aminoacidos chave no
reconhecimento dos loops do canal idnico séo na regido do “farmacoporo” com
a Glu28 que esta bordeada pelas Phel7, Tyr24, Arg27 e GIn32, na regido dos
loops da toxina antes da estrutura a- e entre as estruturas -2 e B-3 que se
compde de Leul9, Asn22 e as Tyr40, Tyrd2 e Phed4, respectivamente. Por
ultimo, as Tyr4, Trp47 e Lys63 aparecem bem conservadas entre este tipo de
toxinas e a regidao C-terminal com a presenca de residuos basicos (Pedraza &
Possani, 2013).

II) B-toxinas com atividade excitatoria anti-inseto: Este tipo de toxinas age
especificamente em canais i6nicos de inseto, por exemplo, produzem paralisia
sobre o musculo das larvas de varejeira dado pela ativacdo dos canais ibnicos
nos menores potenciais de membrana. A lista de aminoacidos que séo chave
para reconhecimento do canal ibnico ndo varia muito daquelas outras -
toxinas, embora tenha uma diferenca na estruturacdo terciaria, pois o

pareamento de Cys nas ligacdes dissulfeto varia (Pedraza & Possani, 2013).

[ll) B-toxinas com atividade depressiva anti-inseto: Este tipo de toxinas age
sobre canais i6nicos de células de inseto produzindo paralisia flacida. Os
residuos de aminoacidos chave localizados na regidao do “farmacoporo” sdo a
Glu24 rodeada por lle e Trp como residuos constantes. Os residuos no C-
terminal sdo a Gly9, Lys11, Trp53, Asn58, Thr59 e Gly61, por ultimo, uma
regido muito hidrofébica se constitui de Tyr3, Tyr34, Trp36, Trp38, Leud40 e
Trp43 (Pedraza & Possani, 2013).
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IV) B-toxinas com atividade anti-mamifero/inseto: S&o toxinas que agem sobre
0os dois grupos taxondmicos e sdo afins as toxinas do género Tityus. Os
residuos de aminodcidos na regido do “farmacoporo” sdo semelhantes as
outras B-toxinas, embora, exista uma variabilidade entre as toxinas deste
subtipo. E importante destacar a presenca conservada de residuos de
aminoacidos hidrofébicos no extremo C- terminal como a Tyr4, Tyr36, Trp39,
Tyrd3, Tyrd5 e a Trp54 (Pedraza & Possani, 2013).

Antimamiferos
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Figura 12. Alinhamento de [-toxinas. Apresenta a subclassificacdo das [3-
toxinas com as ligacdes dissulfeto (linhas pontilhadas). Os tracos indicam gaps,
os pontos indicam residuos de aminoacidos idénticos e as Cys ressaltadas em
amarelo (Adaptado de Gurevitz et al.,, 2012). Os realces quadrados indicam
distribuicdo de residuos de aminoacidos importantes para a interagdo com 0s
respectivos Na,s: em azul, distribuicdo daqueles basicos; em vermelho,
aqueles acidos como o glutamato; em verde, alguns aromaticos e em
amarelho, esses de caracteristicas hidrofébicas.

As B-toxinas descritas para espécies do género Tityus séo alinhadas na figura
13. Estas incluem toxinas identificadas diretamente da peconha e precursores
ainda néo testados biologicamente, para algumas delas, seus peptideos sinais
estao identificados (http://www.uniprot.org/uniprot/?query=tityus+beta-

toxins&sort=score). Em contraste com as a-toxinas, estas toxinas sdo mais
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expressas nas peconhas dos escorpides pesquisados do género Tityus. As -
toxinas compartilham alguns residuos de aminoacidos como as Cys que
favorece o suporte estrutural e alguns dominios que poderiam favorecer sua

atividade bioldgica.

As toxinas alinhadas sao proprias das espécies T. discrepans (Td): Td6
UniProtkB (Q11167), Td11 UniProtKB (Q11173), Td3 UniProtKB (Q1I177), Td7
UniProtkB (Q11164), Td1 UniProtkB (Q11180), Td10 UniProtkB (Q11176), Td8
UniProtkKB (Q11163), Td5 UniProtkKB (Q11169), Td4 UniProtkKB (Q11174), Td2
UniProtKB (Q11179) e Tdl2 UniProtKB (Q11172); T. obscurus (To): To6
UniProtkKB (P84685), To5 UniProtKB (P84693), To8 UniProtkB (H1ZZH7), To4
UniProtkB (P60215), Toll UniProtkKB (H1ZZI0) e Tol2 UniProtkKB (H1ZZI1); T.
zulianus (Tz): Tz2 UniProtKB (Q1I1165) e Tzl UniProtKB (Q2NME3); T.
stigmurus (Tst): Tstl UniProtkKB (P56612); T. serrulatus (Ts): Ts1l UniProtKB
(P15226); T. bahiensis (Tb): Tb1l UniProtKB (P56611) e Tb2 UniProtKB
(P56609).

Espécie  Toxina

To6 —MSIFPIILALLLIGLDEGEALDGYPLSKNNYEKIY=PDE——K KHRAGATNGKGDE—INKGEYEYDVAPGTEMYPGRLP— NPY -
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To8 MTRFVLFISCFFLIGMVVEC-KEGYLLG—SRG‘KMN SLV—GG——ENGY=‘YWLA‘Y:YNVPESVKLWESDTNE GKRK
Td6 | ------m------ IGMIVECEKEGYLME—ANG‘KRSI LRPGHYCA SYV—KG——KNGY‘YAWVA‘Y:YNMPDSVKIWDSATN GRGK
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Td10 | ------------- IGMVVEC- SRL-KG--KDGYCJYLWLACYCYNMP ESAPVWERATNRCGKGK
Td8 MTRFVLFLSCFFLIGMVVEC- A SRV—KG——KDGV‘YAWLA‘Y:YNMPNWAPIWNSATN RGRK
Td5 | =--ememmeeee- IGMVVEC- A SRV-KG--KDGY:YAWLA;Y:YNMPNWAPIWNSATN RGRK
Toll MTRFVLFISCFFLIGMIVEC- SRV—KG——KDGY;YAWMA‘Y:YNMPNWVKTWSRATN GKRK
Tz1 MTRFVLFICCFFLIGMVVEC- SRV—KG——KDGY;YAWMA;Y:YSMPNWVKTWDRATN GRGK
L I B et IGMVVEC- SRV—KG——KDGY;YAWMA;Y:YSMPNWVKTWDRATN GRGK
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Tdl2 | e IGMVIEC- SRV—KG——TDGY‘YAWLA‘Y:YNMPNWVKTWDRATN GRGK
Tstl MKGMILFISCLLLIDIVVGG- LK-KG--SSGV‘-AWPA‘Y:YGLPNWVKVWDRATN GKK -
Tsl MKGMILFISCLLLIGIVVEC- GIK—KG——SSGY=—AWPA:Y:YGLPNWVKVWDRATN GKK-
Thl MKGMILFISCLLLIGIVVEC- KIK—KG——SSGY=—AWPA‘Y:YGLPNWVKVWDRATN GKK-
Tng MKGLILFICGFMMIGVI-LA- KTHLSA——STGY=—AWPA;Y:YGVPANQKVWDYYNN GK -~
The i

KTHLKA--5SGY(C-AWPACYCYGVPSNIKVWDYATNKCO----

Figura 13. Alinhamento das -toxinas proprias de escorpides do género Tityus.
Cys destacadas em vermelho. Peptideo sinal em realce verde. (*) Residuo de
aminoécido idéntico, (.) Residuo de aminoacido conservativo, (:) Residuo de
aminoacido semiconservativo.

1.5 NaScTxs DO ESCORPIAO Tityus obscurus
O escorpido Tityus obscurus ocorre na Amazonia incluindo Brasil, Equador,

Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
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(http://ww.ntnu.no/ub/scorpion-files/) e é considerado promotor de risco a
saude por conta dos acidentes causados no estado de Pard (Pardal et al.,
2014). Entre os componentes da peconha ja foram caracterizadas toxinas que
agem em canais iénicos tanto para sodio (UniProt: P60213, P60212, P60215,
H1ZZH9, H1ZZI0, H1ZZl4, H1ZZI1, H1ZZI3, P60214, P84693, P84685,
P84688, H1ZZH7, H1ZZH8, P84686 e H1ZZI2), quanto para potassio (UniProt:
P83243, P60211 e P60210).

No total quinze NaScTxs desta espécie de escorpido (Fig. 14) foram
identificadas: duas na peconha (Batista et al., 2002b; 2004), como também por
precursores elucidados diretamente dos mRNAs, que permitiram inferir sua
possivel classificagdo como a-toxinas ou B-toxinas (Guerrero-Vargas et al.,
2012). Além disso, para NaScTxs provenientes do género Tityus, uma
classificacdo adicional em 14 subfamilias (NaTx1 a NaTx14) com base no
alinhamento de Cys das estruturas priméarias e dos dominios conservados

destas toxinas foi proposto (Guerrero-Vargas et al., 2012).

Toxina
To6 MS-IFPIILALLLIGLDEGEALDGYPLSKN-NYQKIY/(P----- DEKV/CKWS CKHRAGATNGKGDCINKGC EYDVAFGTEMYPGRLPCNPY---
To? MS-IFPIVLALLLIGLEETEALDGYPLSKI-NNCKIY/QP----- DDDVI(CKWTCKHRAGATNGKGDCIWYGQ =YDVAFGTKMYPGSSPCY ----
Tol4 MN-CLMLIFVVFLLAFGVECKKDDYPVDTAKRNCOMLDONVW--DDEGYUDKFCKG-RKADSGYCYKLKAA =YGLFDDSFTKTSG-RCNPNVR-
Tol0 MN-YSTLIAVASLLTAGTESKKDGYPV-EG--SCOAFPCG----YDNAY/CDKLCKE-RKADSGYCYWVNILQ =YGLPDNAAIKGYG—RCKPGKK—
To9 MN-YSTLIAVASLLTAGTESKKDGYPVKEG--DCUAFPCQG----YDNEY/CDKLCKE-RKADSGYCYWGNILC =YGLPDKAAIKGYG—RCRPGKK—
Tol3 MKTLFLIITSFILLE--VEGIKNGYPRDSK--GOTFECGQDAKHGDDYCDKMCKTTLKGEGGDCDFEYAEC =DNIPDTVVTWKNK—EPKCKQI—
To2 MIRFVLFISCFFLIGTVVECNKDGYLMEGD--GCOKMGOLTR---KAS DQCKE-VGGKDGYCY-AWLS| ‘YNMPDSVEIWDSK—NNKCGKGK
To8 MTRFVLFISCFFLIGMVVECK-EGYLLGSR--GOKMNCLTR---PEKFJELECSL-VGGENGYCA-YWLAC ‘YNVPESVKLWESD—TNECGKRK
Tol MTRFVLFISCFFLIDMIVECKKEGYLVGND--GCOKYGJITR---PHQ HECEL-KKGTDGYCA-YWLA =YNMPDWVKTWSSA—TNKCKGK—
To4 MTRFVLFISCFFLIGMIVECK-DGYLMEYG--GOKMSCLMK ---KGTFCAEECTR-MKGKDGYCY-AWLA ‘YNMPDWVKIWNRA—TNKCGKRK
To3 MTRFVLFISCFFVIGMVVECK-DGYLVGND--GCOKYNCQLTR---PGH NECSR-VKGKDGYCY-AWMA ‘YSMFDWVKTWSRS-TNRCGRGK
Toll MTRFVLFISCFFLIGMIVECK-DGYLVGND--GOKYNCQLTR---PGH NECSR-VKGKDGYCY-AWMA =YNMFNWVKTWSRA-TNKCGKRK
Tol2 MKGLILFICGFMMIGVIL-AK-EGYPMDHE--GOKFSCOFIR---PSGFJERYCKTHLSASTGYC--AWPA =YGVFANQKVWDYY-NNKCGK--
Tol5 MKGIILLISCLMLIEVVVGGK-EGYPLDSS--GOKAGOFFG---TNSWONTECKR-KSAAKGYC--AWPS| =YEFTDDSKIWNAK-TNKCYK--
CYSLPDNRNIWGSY-PNNCGKK-

To5 MKAITFFIGCLMLIDLVAGSR-SGYPVTQK--GCOVYSOFWG---SN

NAECTA-LGGSSGYC--AWPS!

Figura 14. Alinhamento das NaScTxs préprias do escorpido T. obscurus. Cys
destacadas em vermelho. Peptideo sinal em realce verde. (*) Residuo de
aminoéacido idéntico, (.) Residuo de aminoacido conservativo, (:) Residuo de
aminoacido semiconservativo.

As toxinas To4 e To5 objeto desta pesquisa fazem parte dessas subfamilias. A
primeira pertence a subfamilia NaTx13 e, como as toxinas de seu grupo, ainda
nao tém sido nem bioquimicamente, nem biologicamente caracterizadas. A To4

tem homologia com B-toxinas que agem tanto em mamifero quanto em inseto.
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Toxina Sequéncia

To5 SRSGYPVTQKGCVYSCFWGSNWWCNAECTALGGSSGYC-AWPSCWCYSTLPDNRNIWGSY PNNC——
Bactridina-1 -KDGYIIEHRGCKYSCFEFGTNSWCNTECTLKKGSSGYC-AWPACWCYGLPDNVKIFDSNNLKC-—
Bactridina-2 -KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWNRATNRCGR
Ardiscretin -KNGYIIEPKGCKYSCEFWGS STWCNRECKFKKGSSGYC-AWPACWCYGLPDNVKIFDYYNNKC-—
Lk E e *k Kk kK T d . kkk kk akekk ke o ow L

Figura 15. Alinhamento da To5 e suas toxinas homdlogas. O alinhamento s6
apresenta as toxinas que foram testadas biologicamente. A ardiscretina é
amidada no C-terminal. As bactridinas teoricamente seriam amidadas. Cys em
realce sinza. (*) Residuo de aminoacido idéntico, (.) Residuo de aminoé&cido
conservativo, (:) Residuo de aminoacido semiconservativo.

A segunda toxina, a Tob5, faz parte da subfamilia NaTx2, que por homologia
teria atividade de B-toxina. Sua identidade de 62 % com um grupo de toxinas
gue sao especificas para artropodes ou de 60 % com aquelas que agem sobre
canais ibnicos para sodio préprios de bactérias poderia incluir a To5 no grupo
das anti-inseto, como a ardiscretina (D’Suze et al., 2004), ou das bactridinas
(Diaz et al., 2009), respectivamente (Fig. 15).

1.6 EXPRESSAO HETEROLOGA DE TOXINAS DE ESCORPIAO
Dado que conseguir quantidades suficientes de toxina para realizar a

caracterizacdo farmacolégica é dispendioso, séo utilizadas estratégias
alternativas para obter este material. A sintese de proteina por expressao
heter6loga, além de propiciar as quantidades requeridas, permite modificar
estruturalmente estas toxinas para avaliar sua atividade, comparar seus efeitos
biologicos com suas homologas nativas, modular sua atividade, etc. Este
desenvolvimento biotecnoldgico tem sido usado para toxinas ao longo de duas
décadas e meia, e com o tempo foram melhorando as estratégias de expressao
até a atualidade. A toxina To5 foi selecionada neste trabalho para ser expressa
devido a que, como foi descrito, compartilha identidade com duas toxinas cujas
atividades sdo bem diferentes ao atuarem sobre organismos de diferentes
grupos taxondémicos, e, nao sendo menos importante, esta toxina € um dos

componentes mais abundantes na peconha do T. obscurus.

Pelo menos 80 toxinas diferentes de escorpido tém sido expressas em
organismos de diferentes grupos taxonémicos como células de mamifero,
leveduras, células de inseto e, o sistema majoritariamente usado e o de
bactérias. Particularmente, com Escherichia coli tém sido produzidas

aproximadamente 50 ScTxNas recombinantes. Embora esta técnica apresente
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dificuldades, ha um consideravel nUmero de toxinas expressas reportadas na

literatura, suportando o desenvolvimento desta etapa do projeto.

Uma detalhada analise no desenho do material genético a expressar, vetor e
linhagem celular a serem usados para expressao e posteriores passos de
purificagdo sao cruciais para o sucesso da expressao (Costa et al., 2014). Um
desenvolvimento de estratégias para melhorar a eficiéncia de expressédo das
toxinas de escorpides tem ocorrido ao longo do tempo. A toxina recombinante
LghIT2, por exemplo, uma B-toxina que primeiramente foi expressa usando o
sistema bactéria/vector BL21 (DE3) pLysS/pET-11cK produzindo espécies
insollveis da toxina (corpos de inclusdo) (Turkov et al.,, 1997; Karbat et al.,
2007), posteriormente foi produzida utilizando o sistema bactéria/vector
BL21(DE3)/ pGEX-6P-1 conseguindo espécies soluveis da toxina (Tianpei et
al., 2014). No primeiro caso, a toxina recombinante foi produzida sem proteina
carreadora, no segundo caso, a solubilidade e estruturacdo foram favorecidas

pela glutationa s-transferase, uma proteina que faz o papel de transportadora.

Um dos requerimentos desafiantes na hora de produzir proteinas heterélogas €
conseguir purificar a proteina alvo enovelada, individual e soluvel, usando o
menor numero de passos na producéo e purificacdo (Makrides, 1996). Quando
uma proteina recombinante se expressa em corpos de inclusdo esta é
produzida na forma desnaturada e agregada (Sgrensen & Mortensen, 2005%
De Marco, 2009), sendo requeridos, portanto, mais passos de purificacdo e
estruturagcdo como a oxidacdo in vitro. Contrariamente, quando uma toxina
recombinante € produzida no estado sollvel, isto €, completamente estruturada
e individualmente solubilizada dentro do microrganismo, menor numero de
passos de purificacdo serdo necessarios e maior serd a eficiéncia de obtencao
(Segrensen & Mortensen, 2005b).
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https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=670&q=Glutationa+s-transferase&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjSxP29kZ_UAhWF7CYKHYDpCwEQvwUIHygA

2. RELEVANCIA CIENTIFICA
As peconhas de escorpibes tém sido alvo de pesquisas durante anos com

vistas a descricdo de toxinas com potencial farmacologico e/ou biotecnolégico.
J4& é bem conhecido que o alvo farmacolégico da maioria das toxinas
produzidas por estes animais sdo 0s canais i6nicos de células. Varias toxinas
caracterizadas provenientes de escorpides, principalmente da familia Buthidae
que agem em canais idnicos para K*, se mostram promissoras para tratamento
de diversas doencas (Gati et al., 2012). Entretanto, somente um farmaco foi
desenvolvido a partir de uma toxina escorpionica, a CITx (Debin et al., 1993),
uma clorotoxina denominada TM-601 apdés modificacdo quimica (Mamelak &
Jacoby, 2007). A TM-601 é candidata ao uso dado que inibe o crescimento do
glioblastoma multiforme (Cheng et al. 2014).

T. obscurus ocorre no norte do Brasil na floresta amazonica e, com frequéncia,
sdo reportados acidentes mostrando sérias complicagbes em pacientes
picados. Atualmente, poucos componentes da peconha deste escorpido foram
identificados e testados por meio da eletrofisiologia: trés toxinas que agem
sobre canais ibnicos para potassio (Batista et al., 2000; 2002a) e duas de
canais para sodio (Batista et al., 2002b; 2004). Deste ultimo grupo, as toxinas
Tol e To2 deflagraram respostas sobre correntes gerais de sédio medidas em

células granulares do cerebelo de rato e F-11, respectivamente.

No entanto, estas toxinas ainda néo foram testadas sobre subtipos especificos
de canais ibnicos para sédio. Resumindo, ainda henhuma toxina que age sobre
canais para sodio da peconha deste escorpido tem sua atividade biolégica
totalmente caracterizada. As toxinas To4 e To5 por homologia parecem ser do
tipo B. Sendo que a To5 compartilha identidade com duas toxinas cujas
atividades biolégicas sdo sobre Na,s provenientes de diferentes grupos
taxondmicos (D’Suze et al., 2004; Diaz et al., 2009) e se representa como uma
das toxinas mais abundantes da peconha de T. obscurus. Por tanto, os
resultados produto da pesquisa com estas toxinas fornecem informacdes
valiosas sobre provaveis mecanismos de interacdo toxina- canal ibnico além de
brindar informagBes importantes sobre o alcance biolégico da peconha desta

espécie de escorpido.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacoby%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335414

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Determinar o(s) alvo(s) farmacologico(s) sobre hNa,s das To4 e To5, duas

toxinas da pegonha do escorpido Tityus obscurus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar e identificar a To4 nativa por cromatografia e espectrometria de

massa, respectivamente;

Avaliar as atividades bioldgicas da toxina To4 nativa por meio de testes
eletrofisiolégicos;

Purificar e identificar a To5 nativa por cromatografia e espectrometria de

massa, respectivamente;

Avaliar as atividades biolégicas da toxina To5 nativa por meio de testes

eletrofisiologicos;

Produzir heterologamente a toxina To5 com o intuito de avaliar

estrutura/funcdo quando comparada eletrofisiologicamente com a nativa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PURIFICAQAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA HPLC
Usando uma coluna analitica Cig (Phenomenex 250 x 4,6 mm, 4 um), foi

preparado um programa de gradiente linear dos solventes A (1,2 % TFA em
agua Milli-Q) e B (1,0 % de TFA em acetonitrila) de zero a 60% de B para
purificar as toxinas de interesse em um RP-HPLC, com fluxo de 1 mL/min
usando uma deteccdo a 216 e 280 nm.

4.2 IDENTIFICACAO DAS MASSAS MOLECULARES POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA
A massa molecular do material de interesse foi determinada em um

espectrometro de massa tipo MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonics, Alemanha). A
amostra foi preparada junto com a matriz saturada de &acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (acetonitrila/agua Milli-Q/TFA 3%; 5:4:1;v:v:v) contendo uma
relacdo de amostra/matriz 1:3, respectivamente. Esta mistura foi aplicada na
placa tipo MALDI, secada no ambiente e posteriormente, foi colocada no
equipamento para sua respectiva analise. Opcionalmente, por electrospray, a
amostra foi medida usando uma matriz constituida de 50/50 H,O/ACN com

acido formico 0,1%.

4.3 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DAS TOXINAS POR ISD
Para identificar a correspondéncia das massas moleculares das toxinas nativas

To4 e Tob5, e suas sequéncias de aminoacidos previamente determinada pela
biblioteca de cDNA (Guerrero-Vargas et al., 2012), foi feita uma fragmentacéo
de proteinas com o MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonics, Alemanha) usando o
método in source decay (ISD). Para este processo as amostras foram
misturadas com a matriz redutora 1,5-Diaminonaphthalene (DAN), o
equipamento foi calibrado com BSA, as medicdes e posterior analise foram

feitas usando o software FlexControl 3.4 off-line.
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4.4 SEQUENCIAMENTO PARCIAL POR DEGRADAQAO DE EDMAN
A To5 foi parcialmente sequenciada por degradacdo automatica de Edman no

CENARGEN, EMBRAPA (Brasilia, Brasil). Logo apés, foi submetida a 40 ciclos
para sequenciamento pelo N-terminal no equipamento Applied Biosystems 494
Procise Protein Sequencing System.

4.5 CARACTERIZACAO ELETROFISIOLOGICA
As toxinas To4 e To5 nativa foram testadas nos subtipos de canais idnicos para

sédio Na,1.1 até 1.6 que estdo expressos em células HEK e o canal ibnico
Na,1.7 expresso em células CHO. As células foram cultivadas em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM da SIGMA (4,5 g/L glicose)
adicionado de Soro Fetal Bovino inativado estéril (Cultilab), aminoacidos néo
essenciais MEM (Sigma), e o antibidtico G-418 (Sigma) as propor¢cdes 1:10,
1:100 v/iv e 0,4 mg/mL, respectivamente. As células foram cultivadas em
incubadora a 37°C sob 5 % de CO,.

Para os testes eletrofisiologicos foram preparadas as solucbes interna e
externa necessarias para 0 contato no interior e exterior da célula,
respectivamente. A solucéo interna em concentragcdo mM foi constituida de 5
NaCl, 1 MgCl,+6H,0, 10 HEPES, 130 CsClI, 10 EGTA ajustado para o pH 7,2
com CsOH, e a solucéo externa em concentracdo mM constituida de 140 NacCl,
2 CaCl,+2H,0, 1 MgCl,+6H,0, 15 glicose e 10 HEPES ajustada para o pH 7,4
com NaOH. A solucao interna foi colocada na pipeta de borosilicato (entre 1,5 e
2 MQ de resisténcia aproximadamente) que contém o eletrodo, e a solucéo
externa foi usada para o banho das células a testar. Nesta solucdo também foi
adicionada cada toxina para seus respectivos testes eletrofisiologicos. Os

testes foram feitos a temperatura ambiente.

O programa para registros eletrofisiologicos foi na configuracdo whole-cell com
um potencial de repouso de -100 mV. Apés obter o selo de 1 GQ, a célula alvo
recebeu um pré-pulso de voltagem (10 mV por 10 ms) para despolarizacédo da
célula (abertura de todos os canais alvo). Posteriormente, a célula recebeu pré-
pulsos despolarizantes gradativos de +5 mV (AmV= 20) entre -100 e +30 mV

(rampa de voltagem) com intervalos de 50 ms como controle. Alternativamente,
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cada célula foi exposta a pulsos despolarizantes sem usar o pré-pulso.
Posteriormente, foi testada a toxina repetindo a rampa de voltagem com e sem

pré-pulso.
Analise da atividade das toxinas sobre a ativacao dos Na,s

As correntes do ion sédio Ina geradas foram analisadas com software off-line,
fitmaster HEKA. A atividade da toxina sobre o canal i6nico para Na® foi
determinada pelo deslocamento da curva Corrente/Voltagem (I/V) do controle
guando comparado com a curva (I/V) gerada pela toxina. Dito deslocamento
baseia-se na diferenca de voltagem media de ativacao (Vhar), usando a funcéo
de Boltzman:

1
T 1+ eV Vrap/k

y

Onde V é o potencial de membrana e k € o fator de inclinagdo. A curva que
determina a diferenca (Vhar) entre controle e toxina foi plotada. Esta foi

determinada com a relacdo condutancia/Voltagem (g/V), cuja condutancia e:

INa

INa =V_—V1Va

Onde Iyaé€ o0 pico da corrente de Na® provocada pelo potencial V,
e Vnacorresponde ao potencial de reverséo. Este ultimo se calcula:
RT1 [Na]o

"

Via = F  [Nali

Com R= constante dos gases; T = temperatura em Kelvin; F = constante de
Faraday; [NaJo= concentracdo de Na® no meio extracelular; [Na]=

Concentracédo de Na* no meio intracelular.

Para cada teste eletrofisiolégico foram usadas entre 3 e 5 células por
tratamento de toxina. As figuras de shift de voltagem e as curvas de correntes
foram construidas usando o software OriginPro8, e sua estatistica basica foi

realizada usando o mesmo software.
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Analise da atividade das toxinas sobre a inativacdo dos Na,s

As curvas de correntes produzidas pelas células com e sem toxina foram
avaliadas fazendo uso dos pontos adquiridos no momento da inativacado de
cada registro. Usando a formula exponencial permitiu determinar a constante

de tempo de inativacao tau (t) antes e depois de aplicar toxina:

y =y, +y1(1—e ")

Onde yo é a amplitude inicial de cada ponto na curva, y; € a amplitude final, t é
o0 tempo para cada ponto de inativacdo e t, seria a constante tau dessa
inativacao.

Cada registro por estimulo na célula com e sem toxina gerou uma curva e seu
respectivo tau (t), que logo depois foi plotado fazendo uso do software
OriginPro8. O deslocamento das curvas originadas a partir dos taus das
correntes com e sem toxina permitiram avaliar se houve ou ndo, aumento do
tempo de inativacao depois de aplicada a toxina.

4.6 EXPRESSAO HETEROLOGA

A expressao heterdloga da To5 foi iniciada a partir do transcrito previamente
publicado da Biblioteca de cDNA por Guerrero-Vargas e colaboradores em
2012 (Fig. 16). Este codigo genético foi optimizado para uso de transferentes

em E. coli, ja que este tipo celular foi o sistema selecionado para expressao.

1 ATG AAA GCA ATC ATT TTC TTT ATC GGA TGC TTA ATG CTG ATT GAC 45
1 M K A I I F ¥ I G C L M L I D 15
46 CTG GTG GCG GGA TCT AGA AGT GGA TAT CCC GTG ACT CAA AAA GGC 90
16 L v A G s R S G Y P v T Q K G 30
91 TGC GTA TAC AGT TGC TTC TGG GGC TCG AAC TGG TGG TGT AAT GCG 135
31 c v Y S c F W G s N W W c N A 45
136 GAA TGC ACA GCT TTA GGG GGA TCA TCG GGC TAC TGC GCC TGG CCA 180
46 E c T A L G G S S G Y c A W P 60
181 TCG TGT TGG TGC TAC AGC CTG CCA GAT AAC CGA AAT ATT TGG GGT 225
61 s c W c Y ] L P D N R N I W G 75
226 AGT TAC CCA AAT AAC TGT GGA AAA AAG 252

76 S Y P N N c G K K

Figura 16. Transcrito original da To5. A sequéncia de residuos de aminoacidos
sublinhados indica o peptideo sinal, a toxina To5 madura estd em negrito e
finalizando em sinal de amidacéo, indicado com italico.
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4.6.1. Desenho e construcdo do plasmideo de interesse
Otimizacao do gene To5 para uso em E. coli

Para este processo a sequéncia de nucleotideos foi reorganizada com o
software disponibilizado on-line Graphical Codon Usage Analyzer (Fig. 17) com
a finalidade de favorecer a expressdo da toxina. Como foi descrito para a
expressdo da B-toxina Css Il propria da glandula de peconha do escorpido
Centruroides suffusus suffusus (Johnson et al.,, 2000), a producdo de
componentes de origem eucariota em organismos procarioticos representa um
desafio a producdo de proteinas recombinantes, portanto estes requerem de
um desenho especial na utilizacdo de cdédons para vincular o material genético

a expressar na maquinaria molecular da bactéria.

T O o CcCoaons DOX amincaci1dqao
Ala=3 GCA=1 GCC=1 GCG=1 GCT=0
Cys=8 TGT=4 TGC=4
Asp=1 GAT=1 GAC=0
Glu=1 GAA=1 GAG=0
Phe=1 TIT=1 TIC=0
Gly=7 GGT=3 GGC=2 GGA=1] GGG=1
His=0 CAT=0 CAC=0
Ile=1 ATI=1 ATA=0 ATC=0
Lys=1 AAA=1 AAG=0
Leu=2 CTG=1 TIrA=1 CTIT=0 TIG=0 CTC=0 CTA=0
Met=0 ATG=0
Asn=6 AAT=4 AAC=2
Pro=4 CCG=1 CCT=1 CCA=1 CCC=1
Gln=1 CAG=1 CAA=0
Arg=2 CGT=1 CGC=1 CGG=0 AGA=0 AGG=0 CGA=0
Ser=9 AGC=2 AGT=2 TCA=2 TCT=1 TCC=1 TCG=1
Thr=2 ACC=1 ACA=1 ACG=0 ACT=0
Val=2 GTIT=1 GTIG=1 GTC=0 GTA=0
Trp=6 TGG=6
Tyr=5 TAT=3 TAC=2

Sequencia ToS5 harmonizada com os sitios
BamHI. ¥ e Xhol:

GAGGATCCGGT yyer AGCCGCAGTGGTTATCCGGTGAC
CCAGAAAGGCTGIGTTITACTCTIGCTTITIIGGGGATCAAATIGGTGGTGT
AACGCAGAATGCACAGCCCTGGGTGGCAGCTCCGGGTATIGTGCGTGGC
CCAGTIGCTGGTGTITACTCATTACCTGATAATCGTAATATITGGGGTIC
GTATCCAAACAATIGCCTCGAGTC

Figura 17. Sequéncia nucleotidica otimizada a partir do precursor original da
To5. Nesta se apresenta 0 numero de codons e sua respectiva sequéncia
utilizada na expressédo heterdloga. Adicionalmente a sequéncia nucleotidica do
peptideo maduro da To5, foram incluidos sitios de restricdo e reconhecimento
da enteroquinase.

Estes cédons para uso de transferentes raros usados em bactérias favorecem

a traducéo de proteinas nestas. A reorganizacdo desses nucleotideos poderia
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favorecer sua producdo heteréloga. Assim, os oligonucleotideos O6timos
desenhados para montagem da To5 foram Fwl, Rev2, Fw3 e Rev4:

_— overlap 1
GAGGATCCGGTGATGACGATGACAAGAGCCGCAGTGGTTATCCGGTGACCCAGAAAGGCTGTGTTTAC. v v vt v v v v v et

.................................................. GTCTTTCCGACACAAATGAGAACGAAAACCCCT

<«
overlap 2 - > overlap 3

................... CAGAATGCACAGCCCTGGGTGGCAGCTCCGGGTATTGTGCGTGGCCCAGTTGCTGGTGTTACTC
AGTTTAACCACCACATTGCGTCTTACGTGTCGGGA . & vttt ittt it e e ettt eeeean CAACGACCACAATGAG

TAATGGACTATTAGCATTATAAACCCCAAGCATAGGTTTGTTAACGGAGCTCAG

%

Estes quatro oligonucleotideos foram submetidos a PCR de montagem como
indicado a seguir (Fig. 18A):

PCR de montagem
Previamente, quatro oligonucleotideos foram sintetizados para construir o
material génico que codifica a To5. Estes oligonucleotideos foram usados a
uma concentragado final de 0,2 uM por oligonucleotideo, dNTP’s 0,2 mM,
tampdo 1X da polimerase, polimerase Vent®DNA (NEB) 0,04 U/uL e
completando a reacéao total para 100 pL com agua Milli-Q. As condi¢cdes da
PCR foram 94°C por 1 min, seguido de 35 ciclos: 94°C por 15 seg, 55°C por 15
seg e 72°C por 30 seg; 72°C por 5 min e finalizado com 4°C. A temperatura de
anelamento usada foi menor em 5 °C da temperatura média do

oligonucleotideo desenhado.
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PCR de montagem

Fw1

» inserida 222pb.

&
-

Pogo M: Marcador molecular NEB 1kb

Lise alcalina das colonias 1,2 e 3

Pogos 1-3.

PCR de colénia da Pet22b-Thio::EK-To5::His
Pogos 1-7, Pogo 8: marcador mol. NEB 100pb

Tamanho esperado para To

; E
>

Figura 18. Processo de construcdo do material génico que expressa a To5 com
histidinas. A, montagem da sequéncia nucleotidica reorganizada da To5 a
partir de 4 oligonucleotideos. B, PCR de colénia de sete clones To5
identificando com setas aquelas que foram selecionadas para as préximas
etapas. C, Lise alcalina dos clones previamente selecionados. D, apresenta a
PCR de colénia do clone pET22b-Thio::EK-To5. E, lise alcalina dos trés
primeiros clones selecionados do gel anterior pET22b-Thio::EK-To5.

Esta PCR foi a montagem de todos os oligonucleotideos (Fwl, Rev2, Fw3 e
Rev4) em uma Unica reacdo. Este produto foi purificado para preparar sua

insercdo no vetor de clonagem:
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Purificacdo do DNA de interesse
Parte do material de DNA produto de cada processo de PCR de montagem, ou
tratamento com endonucleases de restricdo foi primeiramente observado em
gel de agarose 0,1% para identificar se a reacdo correspondente ocorreu. Com
material da reacdo exitosa foi feito um gel de agarose 0,1% preparativo. A
banda de interesse foi separada do gel e, dito material de DNA foi extraido
deste fragmento de gel com o Kit PAAG-QIA da QIAGEN. Neste processo,
primeiro é derretido o gel contendo a banda de interesse a 50°C usando uma
solugcdo tampéo do Kit. Logo depois, fazendo uso de solugbes tampao
adicionais (préprias do Kit), o gel dissolvido foi passado por uma coluna
cromatografica que permitiu separar o DNA de interesse. O uso de etanol

absoluto foi necessario durante o penultimo passo de centrifugacao.

O seguinte passo foi inserir o DNA To5 purificado no vetor de clonagem
pBluescriptKS/EcoRV (Fig. 19) como indicado a seguir:

Reacao de ligacao
Para cada reacado com 100 ng de vetor (5 ng/pL) foi usado 1/3 do inserto (3:1,
respectivamente), tampéo para T, DNA ligase 1x, T4 DNA ligase (NEB) 0,05
U/uL e completado com agua Milli-Q até 20 uL. A reacdo ocorreu durante a

noite a 16°C ou a 22°C durante 3 horas.

Simultaneamente, a linhagem bacteriana de clonagem foi preparada para

receber este plasmideo montado seguindo o0 processo:

Preparo de células competentes
A partir de 5 pL de uma cultura de E. coli DH5a previamente congelada foi
preparado um pré-inéculo que foi mantido durante a noite a 37°C sob agitacéao,
em 5 mL de meio YT2x o qual se compde de Bacto-triptona 0,012 g/mL, extrato
de levedura 0,01 g/mL, NaCl 0,0025 completando para 200 mL com agua

destilada e o pH ajustado para 7,0.

36



f1 (+) origin 135-441
B-galactosidase a-fragment 460-816
multiple cloning site 653-760

lac promoter 817-938 ampicillin lacZ'
pUC origin 1158-1825 Sac|
ampicillin resistance (bla) ORF 1976-2833 pBIuescript Il KS+ MCS
3.0kb Kpn |
“LP lac

>

pUC ori
pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
BssH ] r T7 Promoter P Sac I ssqx 1 Sac I rg:g | Xbo |

TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA

M13 -20 pri nevondnr‘sle T7 primer binding site SKcrverbnnnnse
Hmcll

Soel  GomH1 Smol Pl EcoRl  EcoRV  Hind 275}0”' snﬁ Xho! E;Z?;‘OQIanI
i |
ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC

<

didiiuiickatniig
SK primer binding site KS primer binding site

T3 Promoter BssH ] 3-gal a-fragment

CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

13 primer binding site V 113 Reverse primer binding site

Figura 19. Vetor de clonagem pBluescript 1l KS (+/-). Especificacdes do vetor
como indicadas na figura (http://www.genomics.agilent.com/files/Vectors/
Maps/pdf/pBluescriptll_KSplus_webpg.pdf).

Uma aliquota de 5 pL deste pré-indculo foi colocada a crescer em 200 mL do
meio YT2x a 37 °C sob agitacdo até atingir uma ODegy de 0,6 — 0,8 e
posteriormente foi incubado no gelo (mantendo o material resfriado). Apés
resfriar a cultura celular, esta foi centrifugada a 1.700 g por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido, com delicadeza, em
200 mL de glicerol 10%. Esta nova suspencao celular foi centrifugada a 5.000 g
por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o processo anterior foi
repetido usando a metade do volume de glicerol 10%. O ultimo processo foi
repetido mais uma vez, mas com a metade do volume de glicerol usado. Apés
descartar a maior parte do sobrenadante as células foram homogeneizadas
com pipeta no volume residual de glicerol e aliquotas foram preparadas em

microtubos usando gelo seco ou nitrogénio liquido.

A transformacdo da E. coli DH5a competente foi realizada com o plasmideo

montado como segue.

Transformacé&o por eletroporacgéo
Em condi¢des estéreis, 5 pL de plasmideo foram inseridos em 50 pL de células

competentes. Foram misturados delicada e rapidamente os componentes
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mencionados para posteriormente dar um pulso no eletroporador em condi¢cbes
de voltagem e tempo de 2,5 kV e 5,0 ms, respectivamente. Imediatamente,
estas células foram reanimadas transferindo-as a 3 mL de meio SOC o qual se
compde de Bacto-triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,584 g/L,
KCI 0,186 g/L, adicionado de MgCl, 0,1 M, MgSO4 0,1 M e glicose 0,2 M com
pH ajustado para 7,0. Esta suspensao celular foi recuperada sob agitacdo a
37°C por 1 hora. Finalmente, desta cultura recuperada foram semeadas
diluicbes de 1:10, 1:100 e direto (100 pL) em placas com meio agar YT2X
adicionado de ampicilina 150 pg/mL e IPTG 100 mg/mL e X-GAL 20 mg/mL

segundo seja o caso.

As colbnias brancas maiores e mais isoladas foram selecionadas para avaliar a
gualidade e integridade do material de interesse (DNA da To5). Estas col6nias

foram avaliadas por:

PCR de colonia
A mistura foi preparada para cada reacdo com tampao KCI 1x, MgCl, 2 mM,
dNTP’s 0,2 mM, primers 0,2 uM, Taqg DNA Polimerase (NEB) 0,1 U/uL, 5 pyL de
células e completando para 10 pL com agua Milli-Q. As condicdes de PCR séo
como indicadas nos PCRs anteriores, sendo o produto desta reacdo observado

em gel de agarose 0,1%.

As PCR de 7 col6nias foram feitas, sendo selecionadas as colénias 1, 3,5e 7
para posterior lise alcalina mostrando que todas tinham o tamanho esperado de
343 pb (Fig. 18B). A lise alcalina permite extrair da bactéria o plasmideo com o

DNA de interesse:

Lise alcalina
Colbnias previamente selecionadas da PCR de colonia foram colocadas a
crescer em meio LB liquido adicionado de ampicilina 100 pg/mL, a 37 °C sob
agitacdo por 12 horas. Logo apos, as colénias foram separadas por
centrifugacédo a 4.000 g. Foi adicionado 200 uL da solucéo | (em concentracéo
mM Dextrosa 50, Tris 25 e EDTA 10 a pH8), passados 5 min foi colocada a
solugcdo Il em gelo (SDS 1 %, NaOH 2 M) e, por ultimo, a solucdo Il

(KCH3CO2 5M e acido acético glacial). Apds esperar 15 min, o material foi
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centrifugado a 19.000 g e o DNA foi precipitado com ajuda de metanol 100 % e
70 %, respectivamente.

Este material foi avaliado com gel de agarose 0,1% observando pureza e
integridade. Das quatro coldnias selecionadas as ultimas trés foram indicadas
para continuar o processo dado que tiveram o tamanho esperado de £2,5 kb
(Fig. 18C). O plasmideo da colénia 1 foi rejeitado para préximas etapas. O
posterior sequenciamento do plasmideo seguido da andlise no software ApE da
colénia 3 mostrou fidelidade com a sequéncia precursora da To5 esperada:

Sequéncia  1>GAGGATCCGGTHNNBNUBMNSNENNS " CCCGCAGTGGTTATCCGGTGACCCAGAAAGGCTGTGTTTACTCTTGCTTTTGGGGATCARATTGGTGGTGTAA>100
Esperado 1>GAGGATCCGGTGATGACGATGACAAGAGCCGCAGTGGTTATCCGGTGACCCAGAAAGGCTGTGTTTACTCTTGCTTTTGGGGATCARATTGGTGGTGTAA>100

Sequéncia 101>CGCAGAATGCACAGCCCTGGGTGGCAGCTCCGGGTATTGTGCGTGGCCCAGTTGCTGGTGTTACTCATTACCTGATAATCGTAATATTTGGGGTTCGTAT>200
Esperado 101>CGCAGAATGCACAGCCCTGGGTGGCAGCTCCGGGTATTGTGCGTGGCCCAGTTGCTGGTGTTACTCATTACCTGATAATCGTAATATTTGGGGTTCGTAT>200

Sequéncia 201>CCAAACAATTGCEECGAGTC>220
Esperado 201>CCAAACAATTGCCTCGAGTC>220

A sequéncia apresenta o sitio de restricdo da BamHI, seguido pela sequéncia
de reconhecimento pela EK (enteroquinase) e, por ultimo, a endonuclease
Xhol. Este ultimo sitio de restricdo foi necessario inclui-lo para insertar este
fragmento de DNA no vetor de expressdo. Portanto, adicionara dois residuos
de aminoacido (L e E) no extremo C-terminal da To5 antes das Histidinas. O
seguinte passo foi separar este fragmento de DNA do vetor de clonagem com

as enzimas de restricdo BamHI e Xhol usando a reacéo:

Tratamento com endonucleases de restricao
O vetor foi digerido (3,3 ng/uL aproximadamente) e seguindo as especificacdes
do fabricante New England Biolabs, foram usadas as enzimas de restricdo, 0s
respectivos tampdes e aditivos correspondentes segundo requerimentos da
enzima em uso, completando com agua Milli-Q até 200 pL. Para as enzimas
Ndel, BamHI, Xhol (adicionadas com BSA 1 ug/mL) e EcoRlI foi usado 0,5 U/uL
de cada enzima por reacdo. O tampdo NEBuffer 3 foi usado a concentracao
final de NaCl 100 mM, Tis-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM e DTT 1 mM a pH 8,0.
Para todas as enzimas as reag6es ocorreram a 37 °C durante 2 horas, com

excecdo da enzima EcoRI (1 hora de incubacéo).

Este fragmento nucleotidico da To5 foi separado por gel de agarose 0,1% e

purificado usando o kit de extracdo do gel da QIAGEN (descrito antes). A
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guantidade de material obtido foi de 15 ng/puL em 50 yL que foi armazenado a —
20°C para sua posterior insercéo no vetor de expressdo pET22b (Fig. 20).

—
= B
1 =
PET-22b(+) sequence landmarks Bpu1102 I(80) @3] 9:
T7 promoter 361-377 Sac I(190) IN @
T7 transcription start 360 EcoR I(192) — o
1B codi enc 224289 / BamH 108 | 70 ©
pells coding sequence i Neco I(220) f >|<
Multiple cloning sites $ Msc IHZZS) m =
(Neol - Xhol) 158-225 Dra lli{5251) / BseR 1(260) [STR—H
5 . BspM |(268) «n =z
His+Tag coding sequence  140-157 Nde l(288) =
T7 terminator 26-72 Xba 1(326) Bl |
lacl coding sequence 764-1843 e
pBR322 origin 3277
bla coding sequence 4038-4895
f1 origin 5027-5482 Sca 4s88)
Pvu l(4478)
u l(1114)
% Miu }
Pst 1(4353) (=] 1 Bel I(1128)
T o
<‘E‘ ’3—1, BStE Il(1205)
Bsa l(4169, = Bmg I1(1323)
Eam1105 I(4108) pET-22b(+) a Apa |(1325)
(5493bp) &
@
BssH ll(1525)
Hpa I(1620)
AlwN 1(3831)
PshA I(1959)
BspLU11 1(3215) Psp5 11(2221)
Sap 1(3099) Bpu10 I(2321)
Bst1107 I(2988)
Tth111 I(2960) BspG k2741)

Figura 20. Vetor de expressdo pET-22b(+). Especificagbes do vetor como
indicadas na figura. Em vermelho se indica o vetor de trabalho previamente
modificado com Tioredoxina, seguido do sitio de reconhecimento da
enteroquinase e a toxina Cn2 substituindo uma faixa (130 pb
aproximadamente) do sitio de reconhecimento das enzimas de restricdo entre

s

Xho | e Nde I. A sequéncia deste fragmento nocleotidico é apresentada na
frente. Mapa do vector tomado do site (http://www.helmholtz-
muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-22b_map.pdf).

Neste trabalho foi desenhado o material de expressdo da To5 com cauda de
histidinas no C-terminal e uma proteina carreadora no N-terminal. Para
desenvolver este passo, o gene da toxina To5 foi fusionado com o gene da
tioredoxina para finalmente expressar o complexo Tioredoxina-To5His. Para

tanto foi proposto o desenho:
PET22b::ThioEK-TxHis

Onde pET22b é o vetor de expressado, Thio é a proteina fusdo (Tioredoxina)

gue sera expressa junto a toxina de interesse, EK é o sitio de reconhecimento
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da enteropeptidase (enteroquinase). Tx é a sequéncia da To5 e His é a cauda

de histidinas no C-terminal quando expressa esta toxina.

Para finalizar esta montagem genética da proteina fusdo, o produto extraido do
vetor de clonagem deve ser inserido no vetor de expressédo pET22b(+) (Fig.
20), mas, dado que é preciso fusionar esta toxina (To5) com a Tioredoxina e as
6 histidinas, foi usado um vetor de expressdao heteréloga previamente
modificado (Laboratério do Dr. Lourival D. Possani, UNAM, México) e contendo
outra toxina escorpidnica, a Cn2 procedente do escorpido Centruroides noxius
(PET22b::Thio-EK-Cn2-His6). Este plasmideo apresenta o fragmento total do

desenho incluindo sitios de restrigdo como discriminado a seguir:

NdeI pelIB —>
1 CAT ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACC GCT GCT GCT GGT CTG CTG CTC 45
1 H M K Y L L P T A A A G L L L 15

ThiO —0m8«—>
46 CTC GCT GCC CAG CCG GCG ATG GCC ATG GCC ATG TCT GAT AAA ATT 90
16 L A A Q P A M A M A M S D K I 30

91 ATT CAT CTG ACT GAT GAT TCT TTT GAT ACT GAT GTA CTT AAG GCA 135
31 I H L T D D S F D T D \Y% L K A 45

136 GAT GGT GCA ATC CTG GTT GAT TTC TGG GCA CAC TGG TGC GGT CCG 180
46 D G A I L Y D F W A H W C G P 60

181 TGC AAA ATG ATC GCT CCG ATT CTG GAT GAA ATC GCT GAC GAA TAT 225
61 C K M I A P I L D E I A D E Y 75

226 CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT CAC AAC CCG 270
76 Q G K L T Y A K L N I D H N P 90

271 GGC ACT GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG 315
91 G T A P K Y G I R G I P T L L 105

316 CTG TTC AAA AAC GGT GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG 360
106 L F K N G E v A A T K \Y% G A L 120

361 TCT AAA GGT CAG TTG AAA GAG TTC CTC GAC GCT AAC CTG GCC GGC 405
121 s K G Q L K E F L D A N L A G 135

BamHI EK Toxina Cn2

406 TCT GGA TCC ccT ENIJCESNEAEASIEAE nnn NNN nnn NNN nnn NNN 450

136 S G S G D D D D K X X X X X X 150
Xhol Cauda de His

451 nnn CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA 480
151 X L E H H H H H H * 160
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Primeiramente, este plasmideo modificado foi clonado em E. coli DH5a e foi
extraido da célula por lise alcalina (processos mencionados antes). Apoés
guantificacdo 15ng/uL, foi feita digestdo deste vetor (Fig. 20) com BamHI/Xhol.
Em seguida, este material foi separado com gel de poliacrilamida 12 % e
extraido usando o kit de extracdo do gel da QIAGEN. Com isso foi separada a
sequéncia de DNA que codificava a toxina Cn2, ficando o plasmideo pET22b
purificado e pronto para receber o novo inserto (To5) previamente sintetizado e
purificado.

As duas moléculas (To5 e pET22b) foram submetidas a reacdo de ligacdo
(anteriormente explicado), inserindo o DNA que codifica a To5 do clone 3 no
vetor. Esta ligagdo foi clonada em células E. coli DH5a. As células
transformadas foram crescidas a 37°C por uma hora e, logo apds, as células
foram plagueadas em meio LB agar adicionado de Ampicilina 100 pg/mL e
crescidas por 12 horas a 37°C. As coldnias foram selecionadas para avaliacdo
do plasmideo por meio de PCR de colbnia. Apds conferir os tamanhos do clone
por gel (Fig. 18 D), as col6nias selecionadas foram crescidas por 12 horas a
37°C sob agitacédo (100 rpm). Dita suspencdo de bactérias foi submetida a lise
alcalina e posteriormente identificadas por sequenciamento (Fig 18 E). Para
continuar nosso processo de expressdo heteréloga da proteina fusdo

(Tioredoxina-To5His), os clones 1 e 2 foram selecionados.

O desenho deste plasmideo foi estrategicamente realizado para facilitar a
expressdo da toxina. A saber, O vetor selecionado € do tipo T7 que permite
uma taxa elevada de transcricdo dos mRNAs da proteina alvo e possui 0 pelB,
um cédigo genético para um peptideo sinal que transporta a proteina alvo ao
periplasma da bactéria favorecendo sua estruturacao terciaria. A tiorredoxina,
expressa junto a Tob5, favorece a expressdo e solubilidade do produto
recombinante. O sitio de reconhecimento da enteroquinase sera o local da
sequéncia de aminoacidos que permitird separar a tiorredoxina da To5 apos
ser expressa. E por dltimo, as seis histidinas no C-terminal adicionado a toxina
auxiliard na separacdo e purificacdo por cromatografia de afinidade. Cabe
destacar que estas histidinas permanecem ligadas nesse extremo da Tob5.
Portanto, entre a To5 nativa e a To5 recombinante havera diferencas

estruturais. A proteina fusao final seria:
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10 20 30 40 50 60
AMSDKITHLT DDSFDTDVLK ADGAILVDFW AHWCGPCKMI APILDEIADE YQGKLTVAKL

70 80 90 100 110 120
NIDHNPGTAP KYGIRGIPTL LLFKNGEVAA TKVGALSKGQ LKEFLDANLA GSGSGDDDDK

130 140 150 160 170 180
SRSGYPVTQK GCVYSCFWGS NWWCNAECTA LGGSSGYCAW PSCWCYSLPD NRNIWGSYPN

190
NCLEHHHHHH

A sequéncia da proteina fusdo recombinante mostrando a Tiorredoxina,
seguida do sitio de reconhecimento pela enteroquinase e a To5-6His como
indicado anteriormente. Em negrito, dois residuos de aminoacidos adicionais
no C-terminal da To5 produto da montagem com a endonuclease Xhol.

4.6.2. Producédo da proteina recombinante

Para produzir a proteina recombinante fusdo foi necessario transformar as
linhagens usadas neste trabalho (Tabela 1I) com o vetor de expresséo
anteriormente desenhado e montado. O processo de preparacdo de células
competentes e transformacao foi como ja mencionado.

A expressdo de proteinas nem sempre é satisfatoria. Para tanto se devem
seguir alguns processos com o intuito de melhorar o processo de producao.
Usando informacdes de toxinas recombinantes reportadas na literatura, foi
iniciado um protocolo de expressao. A partir desse protocolo comecou-se a
modificar as diversas variaveis por cada processo de expressdo na tentativa de
conseguir bons resultados. Por exemplo, O processo de expressao € iniciado
com uma linhagem, um meio de cultura, concentracbes de indutor, etc.
definidos. Depois de purificar e avaliar por gel a producéo da recombinante, um
novo processo é comecado mudando s6 um dos parametros no processo de
producdo por vez (Fig. 21). Assim, o processo é ciclico até achar a melhor

estratégia a usar para expresséao da proteina alvo.
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Tabela Il. Linhagens de E. coli e plasmideos usados.

Linhagem de E. coli testada Caracteristica
DH5a Linhagem para clonagem do plasmideo
BL21 (DE3) Mutacéo das proteasas. Inclui no seu genoma o lisogeno

ADE3. Expresséo sob controle do LacUV5.

Rosetta (DE3)plysS Adicionalmente a BL21, tem uso de transferentes usados
por eucariotas. O plasmideo plysS regula a expressdo
basal da proteina alvo.

SHuffle®T7(NEB) Expressa a DsbC que favorece a oxidagao “correta” de
proteinas no citoplasma. Possui regulagdo no controle
da expressdo que permite a producdo de genes
potencialmente téxicos. Favorece a expressdo de
proteinas para cristalizacao.

Origami (DE3) Adicionalmente a BL21, possui mutacdes nas redutases

que tornam o citoplasma redutor.

Plasmideos usados
pBluescript Il KS (+/-) Vetor de clonagem do DNA To5

pPET-22b(+) Vetor de expressdo da proteina To5 fusdo com promotor
T7, pelB e histidinas.

Estratégias de

* Desenho  Linhagens » C.afinidade
* Montagem * Meio de cultura
cDNA/plasmi + Aditivos » C.RP-HPLC
deo * 0 IPTG « Digestao
« Selegaoda « Sais
linh: S =
: * T° pés-indugao
» Tempo de
Incubacao
» Agitagdo

DNA ToS5 |

Figura 21. Processo geral de expressdao heter6loga da To5. Neste
organograma sao apresentados os trés passos gerais do processo completo.
Desde o desenho e montagem do material genético para expressao, passando
pela produgcdo nas células hospede, até finalizar a extracdo e purificacdo do
material recombinante. As setas indicam o processo a seguir sendo que pode
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iniciar (seta verde) tantas vezes seja necessario até atingir uma producdo
satisfatoria.

A partir do seguinte protocolo foi testado o maior niumero de alternativas
possiveis usando cada linhagem bacteriana mostrada na tabela II. O dltimo
processo no qual foi obtida a melhor expressao da To5 fusdo esté indicado nos
resultados para cada linhagem testada. A primeira linhagem testada foi a E. coli
BL21. Para isso foram preparados os seguintes meios de cultura para fazer os
diferentes processos requeridos como preparo de células competentes e
posterior expressao:

Meios de cultura
YT2x: A solucdo constituida de (em g/L) Triptona 16, extrato de levedura 10 e
NacCl 5.

LB: A solucao constituida de (em g/L) Triptona 10, extrato de levedura 5 e NaCl
10, com pH ajustado para 7,0. Para preparacdo de placas sdlidas foi preparado

meio LB adicionado de 15 g/L agar.

TB: Constituido de (em g/L) 12,5 K;HPO,, 2,3 KH,PO,4, 12 Bacto Triptona, 24

extrato de levedura e 4 mL de glicerol.

A partir de uma colbnia selecionada contendo o material génico a expressar foi
preparado um pré-indculo em meio LB adicionado de ampicilina 150 pg/mL.
Esta cultura foi incubada a 37°C sob agitagdo de 200 rpm por 6 horas. Um
volume deste pré-indculo foi transferido ao meio de cultura YT2x adicionado de

ampicilina 100 pg/mL atingindo uma ODsggo de 0,05 como indicado a seguir:

[0,05] x 500 mL de meio
0D600 do pré — indculo

Quantidade do pré — indculo a utilizar (mL) =

Onde [0,05] € a concentragéo celular 6tima inicial no meio de cultura total.

Foi incubado a 37°C sob agitacdo a 200 rpm até atingir uma ODggo = 1 ou mais
(este parametro de crescimento celular € critico para a otimizacdo da
expressado). A partir deste passo foi separada uma aliquota de cada processo

para verificagdo em gel de poliacrilamida 12%.
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Para induzir a expresséo do alvo foi adicionado IPTG a uma concentragéo final
de 1 mM. Logo ap6s, foi incubado a 30°C sob agitacdo entre 100 - 130 rpm
durante a noite ou minimo 6 horas (a cinética da expresséo pode ser avaliada
separando uma amostra de células a cada hora de crescimento celular,
seguido de uma lise celular para extracdo de proteina total e observando os
produtos da expressdo em gel de poliacrilamida). Esta cultura celular foi
resfriada no gelo e a partir daqui todo o processo foi feito a 4°C. Esta cultura foi
centrifugada a 4°C por 10 min entre 8.000 — 8.500 g e o sobrenadante foi
descartado. Posteriormente foi pesado o crescimento celular (biomassa) e de

imediato estas células foram mantidas a — 20°C durante, no minimo, 2 horas.

4.6.3. Tampdes de extracao

Foram preparados as solugbes e tampdes necessarios para extracdo da
proteina alvo. Os reagentes a seguir:

H,O destilada
Esta solucao hipotonica foi usada para extrair parte da proteina por choque
osmotico.

PPB

Um tampao hiperténico constituido de sacarose 20 % Tris-base 30 mM, pH 8,0.
Tampéao Tris-Base
Solucéo de Tris-base 30 mM a pH 8,0, resfriada foi usada alternativamente.

Para extracdo da proteina recombinante do espaco periplasmatico foi
necessario expor as células a choque osmatico. Primeiramente, estas células
foram homogeneizadas em (25 mL/L de cultura preparada) de tampado de
extracdo periplasmica PPB, o qual se constitui de sacarose 20% e Tris base 30
mM pH8, e foram incubadas no gelo por, no minimo, 30 min. Esta suspenséao
celular foi centrifugada a 4°C entre 4.000 — 6.500 g durante 20 min. O
sobrenadante foi guardado na geladeira (esta solucdo contém a primeira
extracdo da proteina recombinante de interesse) e o pellet continuou o

processo a seguir para extracao da proteina fusdo remanescente.
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Para a segunda extragao foi preciso adicionar (25 mL/L de cultura preparada)
agua destilada resfriada, logo apds se homogeneizou e se deixou por mais 30
min no gelo. Foi preciso repetir o passo de centrifugacdo do processo anterior.
Neste sobrenadante se obtém a segunda extracao de proteina recombinante.

Ao pellet do processo anterior foi adicionado (~ 2 volumes do pellet) Tris base
50 mM, pH 8 ou &gua Milli-Q. Depois, foi adicionado 10 % v/v de lisozima 10
mg/mL o material mantido no gelo por mais 30 min. Apds esse tempo, O
material foi submetido a trés pulsos de 30 seg, com intervalos de 30 seg, de
ultrassom (desruptor de célula ultrassénico UNIQUE). Posteriormente, esta
solucdo foi diluida com solucdes tampdo Tris base ou tampado fosfato-salino
PBS até que o volume da preparagdo alcancou entre 4 — 6 vezes 0 volume
inicial e homogeneizado. As condi¢cbes de centrifugacédo foram as mesmas do
processo anterior. Deste sobrenadante se obteve a terceira extragdo de

proteina recombinante.

4.6.4. Cromatografia de afinidade

O sobrenadante do processo anterior contém a proteina alvo. Este foi passado
pela coluna de afinidade de niquel como primeiro passo de purificacdo. Os

reagentes necessarios a seguir:

Solucdes de equilibrio e eluicdo para cromatografia de afinidade
4 Solucdes de Tris-base 50 mM a pH 8,0, constituidas de Imidazol 10 mM, 20

mM 35 mM e 0,3 M, respectivamente.

Para purificacdo da proteina recombinante foi usado um protocolo de afinidade
por Niquel (QlAexpress® System QIAGEN) aproveitando a aderéncia que tem
a cauda de histidinas desenhadas nas proteinas recombinantes a resina de
Niquel Ni-NTA ou Ni-IDA. Mais um passo de purificacdo foi feito por
cromatografia liqguida de alta eficiéncia em fase reversa RP-HPLC (Método
explicado anteriormente). Neste processo por afinidade, as trés solucdes
primeiramente extraidas das células foram eluidas por uma coluna previamente
preparada de Ni-NTA onde a fase moével é imidazol a trés concentracfes (20
mM, 35 mM e 300 mM) diluido em Tris HCI 50 mM, pH 8, ou, alternativamente,
PBS.
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4.6.5. Avaliag&o da expresséao por gel de poliacrilamida
Finalizada a extracdo da proteina fusdo foram feitos géis de poliacrilamida 12%

para identificar a expressédo da proteina alvo. As condi¢cbes de corrida sdo 15
min. a 60 V durante a fase de concentracdo de proteina. Apds isso, a voltagem
foi aumentada para 85 V durante 2 horas aproximadamente. Os reagentes a

seqguir:

Tampéo de corrida para gel de poliacrilamida
Solugéo constituida de Tris 0,025 M, Glicina 0,190 M e SDS 0,1 % com pH 8,6

Tampéao da amostra para gel de poliacrilamida
Solucao constituida de Tris 50 mM pH 6,8, Glicerol 10%, SDS 2 %, Azul de

bromofenol 0,1 % e B-mercaptoetanol 2 %.

Azul de coomassie
Solugéo constituida de Coomassie Blue 0,25%, Metanol/H,O destilada 1/1 e
acido aceético 10 %.

4.6.6. Preparacéao alternativa para Gel de poliacrilamida SDS PAGE
Diversas preparacdes de géis de poliacrilamida foram realizadas segundo os

requerimentos da amostra. Usando uma mistura convencional de gel de
poliacrilamida 30% (Bis-acrilamida e acrilamida 0,8 e 29,2%, respectivamente),
foram preparados diversos géis que variaram entre 12 e 16 % para correr as
amostras. As modificacbes, quando necessérias, foram realizadas usando
como tampédo de corrida Tris-glicina (convencional para proteinas) ou Tris-
tricina, sistema especialmente usado para peptideos (Schagger, 2006) e suas
adaptacdes ao sistema como indicado em (Haider et al., 2012). Adicionalmente
ao corante convencional coomassie blue, outro corante foi preparado para usar
com peptideos ou amostras em pequenas quantidades. O azul de coomassie
coloidal que permite resolucdo em nivel de nanogramas foi preparado como
indicado (Candiano et al., 2004). Solucbes como a solucdo de fixacdo de

peptideos no gel foram preparadas como descrito (Santucci et al., 2015).
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4.6.7. Digestdo da To5 fuséo com enteroquinase
Por ultimo, dado que a proteina recombinante € uma fuséo da toxina To5 com
a Tioredoxina, este complexo foi digerido com a enteroquinase (NEB) seguindo
as especificagbes do fabricante. Este processo foi avaliado por gel de
poliacrilamida. As massas moleculares respectivas desta molécula e seus
fragmentos apos digestdo foram caracterizados como indicado anteriormente.

A relacdo destes dados €& apresentada nos resultados da expressao

heterdloga.
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5. RESULTADOS

5.1 PURIFICAC;AO DAS TOXINAS To4 e To5 NATIVAS POR RP-HPLC
As toxinas To4 e To5 foram primeiramente purificadas da peconha bruta por

cromatografia liquida de alta eficiéncia seguindo o padrdo explicado na
metodologia (Fig. 22A). Apos isso, cada toxina foi purificada seguindo suas

proprias caracteristicas hidrofobicas.
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Figura 22. Purificagdo das toxinas To4 e To5 nativas. A, Cromatografia geral da
peconha do escorpido T. obscurus seguindo o protocolo especificado na
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metodologia. B, purificacdo da To4 por recromatografia. C, purificacédo da To5
por recromatografia.

A To4 apresentou dificuldade em ser purificada e finalmente foi separada
colocando temperatura (50°C) durante o processo. Esta eluiu em 33% de
acetonitrila (Fig. 22B). A To5 eluiu em 47% de acetonitrila (47 min) na primeira
etapa de purificacdo. Na Ultima etapa utilizou-se uma gradiente linear de 0,25%
de acetonitrila eluindo esta toxina em 40% de acetonitrila (Fig. 22C).

5.2 MASSA MOLECULAR DAS TOXINAS To4 E To5 NATIVAS
As massas moleculares experimentais destas toxinas mostraram ser proximas

das massas moleculares tedricas. A To4 apresentou uma massa molecular
acurada de 7.249,44 Da. com erro de 41ppm (Fig. 23). A To5 mostrou uma
massa molecular média [M+H]" de 6.937,35 Da (Fig. 24). No entanto, esta
massa molecular ndo mostra a diferenca de aproximadamentel Da como

esperado pela amidacéao C-terminal desta toxina.
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Figura 23. Espectro de massa molecular da To4. Espectro de massa
mostrando a massa molecular média (1+) e mais dois estados i6nicos da
molécula (2+ e 3+). A massa molecular acurada mostrada no espectro em
dupla carga.
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Figura 24. Espectro de massa molecular media da To5.
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A massa molecular experimental acurada usando modo refletido [M+2H]" da
To5 permitiu achar seu ion [M+H]" que foi de 6.932,52 Da (Fig. 25).
Considerando as 4 ligacdes dissulfeto e a amidacédo C-terminal desta toxina, a
massa molecular tedrica acurada seria de 6.932,88 Da. A diferenca entre estas
massas moleculares apresenta um erro experimental de 51 ppm. Portanto, a
massa molecular achada da To5 junto ao sequenciamento parcial mostrado na
frente, mostram que esta é a toxina alvo purificada da pegonha e que, esta
encontrasse amidada no extremo C-terminal como predito pela sequéncia
fornecida da biblioteca de cDNA (Guerrero-Vargas et al., 2012).

A
NS
o IS

Intens. [a.u]
1
——=3469.260
————=-3469.760

N~
©
N
o
~
<
©
'

2.0

—————-3468.762

=3470.766

<
©
N
@©
©
<
)
'

[M+H]*= 6.932,52

=3471.267

=3467.755

-3471.764

-3466.758
-3467.257
=3472.261
=3472.771

0.0 T T T T T T T T T T T
3464 3466 3468 3470 3472 3474
m/z

Figura 25. Espectro de massa molecular acurada da To5. Espectro mostrando
o0 estado i6nico [M+2H]" de massa molecular da To5.

5.3 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DAS TOXINAS NATIVAS POR ISD
Para conferir se as toxinas purificadas da peconha do escorpido T. obscurus

eram aquelas previamente determinadas pela biblioteca de cDNA (Guerrero-
Vargas et al., 2012), suas sequéncias parciais foram caraterizadas. As toxinas
To4 e To5 foram submetidas a fragmentacdo de proteinas por ISD usando a

matriz redutora DAN. Da To4 dezoito residuos de aminoacidos foram
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sequenciados por ISD (Fig. 26). Enquanto que da To5, usando como guia 0
transcrito, sua sequéncia parcial permitiu identificar 51 residuos de

aminoacidos no extremo C-terminal (Fig. 27).

100 KQVW-D-PM N-Y CY CAU -W-AY C-Y—

Intensidade

%

1000 2000 3000
m/z

Figura 26. Sequéncia parcial da To4. Espectro de massa apresentando
sequéncia parcial N-terminal da toxina.

5.4 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA To5 NATIVA POR DEGRADACAO

DE EDMAN
Apoés degradacdo da toxina por Edman foram identificados 40 residuos de

aminoacidos no extremo N-terminal como indicado a seguir:

cDNA MKAIIFFIGCLMLIDLVAGSRSGYPVTQKGCVYSCFWGSNWWCNAECTALGGSSGYCAWP
Edman @ -———--—————————————= SRSGYPVTQKGCVYSCFWGSNWWCNAECTALGGSSGYCAW-
ISD = oo mmmm e GCVYSCEWGSNWWCNAECTALGGSSGYCAWP
cDNA SCWCYSLPDNRNIWGSYPNNCGKK (Guerrero-Vargas et al., 2012)
Edman  --—-—f—f—-——————————————— (este trabalho)
ISD SCWCYSLPDNRNIWGSYPNN-—--- (este trabalho)

As sequéncias da To5 completas ou parciais mostradas pela biblioteca de
cDNA, degradacdo de Edman e fragmentacdo por espectrometria ISD,
respectivamente. Em realce, o N-terminal da To5 mostrando seu peptideo sinal

e no seu extremo C-terminal, o sinal de amidacao ausentes na toxina madura.
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5.5 TESTES ELETROFISIOLOGICOS

As toxinas To4 e To5 nativas foram testadas sobre os subtipos de canais
ibnicos para sédio Na,1.1, até Na,1.7. Primeiramente, a To4 foi testada a 70
nM sobre cada subtipo de canal i6nico. Logo apés, foram selecionados os
canais ibnicos sobre os quais a toxina mostrou maior atividade, para assim,
testar uma concentragdo maior. O critério de selecéo foi por atividade no
deslocamento da dependéncia de voltagem na ativagédo (shift), e diminuicéo
das correntes deflagradas pela toxina sobre o canal idnico. A To5, no entanto,
foi testada unicamente a maior concentracdo (500 nM) sobre todos os subtipos

de canais ibnicos.

5.5.1 Atividade da To4 sobre as Iy, dos Nays

Nav1'1 Nav1'2 Nav1.3
Nav1'4 Nav‘l 5 Nav1.6

—— | Control
-Tod4 70 nM

Figura 28. Ina deflagradas com e sem To4 a 70 nM. Nesta figura séo
apresentados registros de correntes de todos os Na,s testados. Em preto, 0
controle sem toxina e em vermelho, a mesma célula com a To4.
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Assim que aplicada a To4 (70 nM), esta toxina mostrou afetar as Iy, de todos
0s subtipos de canais idnicos testados (Fig. 28). Os canais ibnicos mais
afetados foram Na,1.1, Na,1.2, Na,1.4 e Na,1.7 com diminui¢cao de Ina em 30%,
18%, 16% e 14%, respectivamente. J& a 500 nM, a toxina mostrou afetar ainda
mais as Ina dos subtipos de canais idnicos testados (Fig. 29). As condutancias
ao ion sédio foram diminuidas em 49%, 40% e 52% sobre os subtipos Na,1.1,
Na,1.2 e Na,1.4, respectivamente (Fig. 30). Estes resultados mostram que a
diminuicdo de Iy, deflagrada pela toxina sobre estes subtipos de canais idnicos
para soédio, incrementou com a concentracdo da To4 testada.

Na1.1 Nay1.2 Nayl14
03nA| 0.3nA| 1nAL_
1ms 1ms 1ms
—— To4 500l
— Control

Figura 29. Iy, deflagradas com e sem To4 a 500 nM. Nesta figura sao
apresentados registros de correntes de trés subtipos de Na,s com e sem
toxina. Em preto, o controle sem toxina e em vermelho, a mesma célula com a
ToA4.

5.5.2 Shift de voltagem produzido pela To4
Para avaliar se a To4 teve atividade sobre a ativacdo dos canais i6nicos

testados, foi feita uma andlise no deslocamento da curva de ativacdo dos
canais ibnicos quando aplicada uma voltagem. Para destacar esta diferenca de
shift de ativacdo entre o controle (correntes ibnicas medidas sem toxina) e a
To4 aplicada foi calculada a voltagem média de ativacdo Vpae Na qual ha 50%
de efeito desta toxina. Uma diferenca entre as Vhar de ativacdo com e sem

toxina aplicada foi quantificada (Fig. 30).

Como acontecido com as correntes ibnicas deflagradas depois de aplicar a

toxina, estes experimentos exibem que a To4 (70 nM) afeta o shift de voltagem
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de todos os canais ionicos testados (Fig. 31). O deslocamento de voltagem de
ativacdo Vhar foi mais pronunciado para os subtipos Na,1.2, Na,1.4 e Na,1.1
com A Vpgr de 6,5 mV, 55 mV e 3,5 mV, respectivamente (Fig. 30). Estes
subtipos de canais para sédio foram selecionados para testar a To4 a 500 nM.
Nestas condi¢cbes a toxina conseguiu deslocar ainda mais o shift de voltagem
no subtipo Na,1.1 (Fig. 31). Embora, quando testada sobre Na,1.2 e Na,1.4, a
toxina ndo conseguiu afetar a mais a Vhar, do que quando foi testada a
concentragcdo menor. Ou seja, a ativacdo destes Ultimos canais i6nicos foi

afetada pela toxina To4 similarmente as concentragdes de 70 e 500 nM.

To4 70 nM v, “1  To4 500 nM Y,
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Figura 30. Representacdo grafica dos registros dos Na,s depois de aplicada a
To4. Tanto a variacdo do Shift de voltagem (Vhar) quanto as correntes foram
diminuidas do controle sem toxina. A fracéo inibida esta dada pela diminuicéo
da condutancia ao ion sodio. Numero de células testadas a 70 nM (3-6) e 500
nM (4-6).
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Figura 31. Variacdo do shift de voltagem produzido pela To4 sobre os hNa,s. O
shift de voltagem de cada Na, esta indicado pela condutancia ao ion sodio ou
probabilidade de abertura (P/PO) dos canais. Esta figura apresenta a toxina
testada a 70 nM sobre todos os hNa,s. Depois de testar a To4 a 500 nM sobre
hNa,1, hNa,2 e hNa4, somente o hNa,1 mostrou afetar seu shift quando
comparado com o teste da To4 a 70 nM (no quadro).
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5.5.3 Atividade da To5 sobre as Ina dos Nays
Quando testada a toxina nativa To5 sobre os diferentes subtipos de canais

ibnicos, com excecao do efeito sobre Na,1.3, foi observado que esta diminuiu
as Ina sobre quase todos os subtipos de canais iGnicos para s6dio de humano
(Fig. 32). Sendo que a menor diminui¢cao de Iy, induzida pela toxina foi sobre o
subtipo Na,1.6 e a maior atividade de inibicdo de Iy, foi sobre os canais
Na,l1.5.

Na 1.1 Na 1.2 Na 1.3
% % %

Na 1.4 Na 1.5 Na 1.6
v v v

0.2 nA
1nA

—— Control
seeal | -

s - i

Figura 32. Iya deflagradas com e sem To5. Nesta figura sdo apresentados
registros de correntes dos subtipos de Na,s com e sem toxina. Em preto, o
controle sem toxina e em vermelho, a mesma célula com 500 nM de Tob5.

Entanto que os canais Na,1.1, Na,1.2, Na,1.4 e Na,1.7 mantiveram um padrao
de inibicéo de Iy, quando aplicada a toxina nessa concentracdo. Curiosamente,
oposto ao acontecido com a maioria destes Na,s testados, as Iya aumentaram
apos aplicacdo da toxina sobre os canais Na,1.3 (Fig. 32). Isto pode ser
observado com o aumento da condutancia ao ion sodio (Fig. 33), mostrando

gue esta toxina poderia estar agindo de um modo diferente, especificamente
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sobre este subtipo de hNa,. Uma avaliacdo da inativacdo rapida destes canais

ibnicos depois de testar a To5 mostrou que esta toxina n&o interage com a

inativacdo, pois nao houve diferengca na constante de tempo de inativacdo (t)

entre o controle e apds adicionar toxina (Fig. 34).
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Figura 33. Representacdo grafica dos efeitos da To5 sobre os Na,s testados.
Parte superior, grafico de barras mostrando diminuicdo de correntes depois de
aplicada a toxina. A fracao inibida esta dada pela diminuicdo da condutancia ao
ion sédio. Parte inferior, figura de barras mostrando o deslocamento de
voltagem de abertura depois de aplicada a To5 sobre cada subtipo de Na.,.

Numero de células testadas por Na, (3-4).
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Figura 34. Avaliacao da inativacdo rapida pela constante de tempo nos hNa,s.
Esta figura representa o efeito da inativacdo dos hNa,s antes e depois de
aplicar as toxinas testadas. Nenhum dos testes apresentou lentiddo na
inativacao destes, pois por cada voltagem aplicada o tau (t) foi localizado em
um tempo similar.

5.5.4 Shift de voltagem produzido pela To5
Como indicado para a To4, o shift de voltagem produzido sobre o canal ibnico

guando aplicada a toxina, foi também determinado para a To5. Aparentemente,
a Tob5, a concentracdo estudada (500 nM), mostrou um deslocamento da
ativacao sobre os subtipos i6nicos Na,1.1 e Na,1.2 similar a esses deflagrados
pela To4 a mesma concentracdo (Figs. 29 e 30). No entanto, o shift de
voltagem foi maior com a To5 sobre o subtipo Na,1.4 do que aquele deflagrado
pela To4 a concentracao equivalente (Figs. 30 e 33). A To5 foi menos efetiva
para deslocar a ativacdo do subtipo Na,1.6 para voltagens mais negativos.
Embora, mostrou o maior efeito de shift de voltagem sobre os subtipos Na,1.1,
Na,1.4, Na,1.5 e Na,1.7 com valores que variam entre 9.5 e 11 mV (Figs. 33 e
35). J4 com o efeito da To5 sobre o Na,1.3 foi demonstrado que evidentemente
a toxina age como tipo B, apesar de que o evento de diminuicdo de correntes
préprio deste tipo de toxinas ndo tenha acontecido. Da mesma maneira que a
To4, a To5 mostrou ser promiscua sobre os diferentes subtipos de canais

idbnicos de humano testados neste trabalho.
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Figura 35. Variacdo do shift de
voltagem produzido pela To5 sobre
os hNa,s. O shift de voltagem de
cada Na, est4d indicado pela
condutancia ao ion sodio. Como
observado nesta figura,
aparentemente ndo houve efeito
da To5 sobre o subtipo Na,1.6. No
entanto, houve um deslocamento
de ativacao discreto de
aproximadamente 2 mV como

mostrado na fig. 36.



5.5.5 Andlise de estrutura/atividade de B-toxinas e os hNa,s
Para relacionar estrutura e atividade das toxinas e seus alvos dois

alinhamentos foram construidos. Um alinhamento entre as B-toxinas proximas
as toxinas alvo desta pesquisa, ja caracterizadas eletrofisiologicamente (Fig.
36), e outro alinhamento mostrando alguns segmentos dos hNa,s provaveis
alvo destas toxinas (Fig. 37). Nestes, sdo destacados alguns residuos de
aminoacidos chave localizados nos Nays ja identificados como alvo de algumas
B-toxinas. Igualmente, sdo destacados alguns residuos de aminoécido proprios
destas B-toxinas, os quais sao sugeridos neste trabalho como importantes para

a interacdo com seu alvo.

1 ]
Toxina ( [ [ I Sequéncia | l ] $Id.
Tod -KDGYLMEYGGCEMSCLMKKGTFCAEBMCTRM-KGKDGYCYAWLACYCYNMPDWVKIWNRATNKE-—- 100 41
Tzl -KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANBCSRV-KGKDGYCYAWMACY¥CYSMPNWVKTWDRATNREGR 69 43
Tpa2 KKEGYLVGNDGCKYSCETRPAQYCVHECELR-KGTDGYCYAWLACYCYNMPDHVRTWSRATNRCGS ~6l 42
Tsl -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIK-KGSSGHYC-AWPACY¥CYGLPNWVKVWDRATNKE-- 59 44
Ttlg -KEGELMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECATK-KGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWERATNRC-- 57 44
Ts2 -KEGYAMDHEGCKFSCFIRPAGFCDGYCKTHLKASSGYC-AWPACYCYGVPDHIKVWDYATNKE-- 52 41
To5 SRSGYPVTQKGCVYSCFWGSNWWCNAICfTALGGSSGYC*AWPSCWCYSLPDNRNIWGSYPNNC*f 41 100

- kk . * * * * - - * * * *hkdk Kk k.o kk oKk * - *

Figura 36. Alinhamento de toxinas similares procedentes de Tityus testadas
eletrofisiologicamente. As toxinas sdo das espécies de escorpides: To4 e To5
(T. obscurus), Tz1 (T. zulianus), Tpa2 (T. pachyurus), Tsl e Ts2 (T. serrulatus)
e Ttlg (T. trivittatus). Em realce cinza, as Cys sendo estas pareadas como
descrito para Tsl (Pinheiro et al., 2003). Coloridos, os residuos de aminoacidos
gue provavelmente estdo envolvidos na interacdo da toxina com seu alvo: Em
verde, os residuos de aminoacido aromaticos, em azul, o béasico e em
vermelho, o acido. A Tpa2 néo esta amidada (") e a To5 possui uma Valina na
posicdo K13 e um triptofano na posicdo Y45. Os residuos de aminoacido
idénticos (*), conservativos (:) e semiconservativos (.) aparecem indicados.

O alinhamento das B-toxinas se representa adotando a estrutura terciaria
ligando as Cys, segundo a estrutura cristalografica ja determinada para a Tsl
(Pinheiro et al., 2003). Todas elas compartilham a distribuicdo destas Cys e,
com excecdo da To5, a maioria compartilha os residuos de aminoacidos
considerados chave para sua interacdo com seus alvos. Estdo estes residuos

chaves em realce colorido.

No alinhamento dos loops dos Na,s envolvidos com a interacdo das B-toxinas
ja determinados, séo identificados os residuos chave em realce colorido (Fig.

37). Pelo alinhamento, existem residuos compartilhados entre esses loops que
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foram alvo das B-toxinas CsslV e Tz1. Importantemente, no loop DIl S3-S4 ja

sdo identificados trés residuos de amino&cidos alvo das -toxinas.

Subtipo Na, Loop DII S1-52

Na.1l

.1

AMEHYPMTEHFNHV

Loop DII S3-54
LSLVELGLANVEGLSVLRSER

Loop DIII SS2
AAVDSRNVELQPKYEESLY

Revisado

Na,1.2 AMEHYPMTEQFSSV7??  LSLMELGHANVEGLSVLRSFR®53 AAVDSRNVELQPKYEDNLY144e Pedraza & Possani, 2013
Nas1.2 AMEHYPMTEQFSSV7®® LSIMELGLANVEGLSVLRSFR®53 AAVDSENVELQPKYEDNLY!44® CssIV

Na,1.3 AMEHYPMTQQFSSV LSLMELGLANVEGLSVLRSFR AAVDSRDVEKLQPIYEENLY

Na.1.4 AMEHYPMTEHFDNVé0? LSLVELGLANVQGLSVLRSFRES6 AAVDSREKEEQPHYEVNLY!1263 Tzl

Na,1.5 ALEHYNMTSEFEEM LSLMELGLSRMSNLSVLRSFR:! AAVDSRGYEEQPQWEYNLY

Na,1.6 AMEHHPMTPQFEHV LSLMELSLADVEGLSVLRSFR:4S AAVDSRKPDEQPDYEGNIY

Na,1.7 LSLVELFLADVEGLSVLRSFR?2" AAVDSVNVDKQPKYEYSLY

AMEHHPMTEEFENV

*ekk. T E * *xkkekk k. - EEE R i E . %

Figura 37. Alinhamento dos segmentos dos Na,s provaveis alvo de B-toxinas.
Neste alinhamento se identificam em realce amarelo residuos de aminoacidos
alvo das toxinas CsslV e Tz1. Em realce verde, outros residuos alvo destas
toxinas e cujas substituicdes diminuem a afinidade destas pelos Na,s.

56 EXPRESSAO HETEROLOGA DA To5
Na tentativa de conseguir a melhor estratégia de producdo recombinante foram

feitos varios testes. As condicdes que foram modificadas em todas as
linhagens s&o concentracdo de inoculo a usar e diferentes densidades oticas
para inducédo (ODggo 1,0 1,5 e 2,0). Outras condicdes foram testadas de forma
combinada: concentracbes de IPTG (1,0, 0,5, 0,1 e 0 mM), o uso ou néao de
glicose como agente restritor de expressao basal antes da inducéo, variadas
temperaturas de producdo (entre 16 - 30 e 37°C) e tempos de producéo (até 40
horas). Para determinar se houve expressao do material de interesse e no seu
estado estruturado, as amostras foram visualmente avaliadas por meio de géis
de poliacrilamida e as massas moleculares foram determinadas como indicado

na metodologia (Tabela IlI).

Tabela Ill. Massas moleculares da To5 nativa e recombinantes.

Massa molecular (m/z)

Componente Teorica Experimental
. . BL21 Rosetta SHuffle®T7 Origami
Oxidada Reduzida Peconha
(DE3) (DE3)PlysS (NEB) (DE3)
Proteina fusdo 20,811.3 20,821.3 - 20.818,7 20.819,3 - -
Tiorredoxina 12826.58 12828.58 - 12.828,54  12.830,0 - 12.828,70
*To5His 8.002,8  8.010,8 - - 8.009,51 - 8.004,36
To5 nativa 6937.69 6945.69 | 6.937,35 - - - -

*O aumento da massa molecular média na To5 recombinante é devido a
adicdo de dois residuos de aminoacido e seis histidinas no extremo C-terminal.
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5.6.1. E. coli BL21(DE3)
Assim que foi construido o vetor de expressdo da To5 com cauda de histidinas,

esta toxina foi expressa em bactéria E. coli BL 21. A primeira tentativa de
expressao foi feita usando 5 L meio de cultura terrific broth TB. Desta foram
obtidos 104,12 g de biomassa celular da qual foi obtida a proteina de fuséo
(Tioredoxina-Toxina To5) com aproximadamente 21 kDa como indicado no gel
de poliacrilamida nas diferentes etapas de extracdo (Fig. 38). Seguido este
passo de purificacdo por afinidade, a amostra foi submetida a mais um passo
de cromatografia por RP-HPLC seguindo um gradiente linear de 30-35 %B em
35 min a um fluxo de 1 mL/min (Fig. 39). Para cada uma das fracbes de
extracdo da amostra foram feitas suficientes corridas cromatogréaficas até
finalizar o volume da amostra. A proteina de fusdo eluiu a 53,2 %B e sua
massa molecular foi de 20.818,7 Da, identificada por electrospray (Fig. 40).
Esta massa molecular caracterizada das fracdes cromatograficas indicaria a
presenca da proteina fusdo, ja que sua massa teodrica reduzida seria de
20,821.3 Da.

E T 2 5 6 7
e e

- a

- "

36 kDa —

~ 21 kDa>

, —— -
16 kDa p—
Figura 38. Gel de poliacrilamida mostrando os passos de extracdo da proteina
de fusdo heterdloga. M, marcador de peso molecular SeeBlue® Plus2 Pre-
stained Protein Standard (Life Technologies). 1, crescimento celular sem

induzir (ODego 1.0). 2, células ap6s inducdo com IPTG 1 mM durante 12 horas a
100 rpm e 30°C. 3, Primeira extracdo com tampdo de extracdo periplasmica
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PPB. 4, segunda extracdo com agua. 5, fracdo obtida apés fragmentacéo por
ultrassom. 6, eluato da coluna Ni-NTA da fracdo com 4gua. 7, eluato da coluna
Ni-NTA da fracdo de ultrassom.

Apos purificacdo, usando a lei de Beer-Lambert (Absgo/Coeficiente de extingdo
molar) a quantificacao total da proteina de fuséo resultou em 785 pg que foram
digeridos com enteroquinase seguindo as especificagbes do fabricante New
England Biolabs. Apés digestdo com enteroquinase, esta amostra foi purificada
por HPLC novamente e as massas moleculares de seus componentes foram
determinados por electrospray (Fig. 39D). Como indicado anteriormente, houve
significativa producdo de biomassa (crescimento celular). Apesar disso, a
producdo da proteina recombinante (Tioredoxina-To5-His) nédo foi significativa
para continuar o processo. Como pode ser observado na figura 39D, a digestéo
gerou o0 que seria a Tioredoxina, com 12.828,54 Da de massa molecular, mais
um componente de massa molecular menor de 2.233 Da, que ndo corresponde
a toxina To5 dado que sua massa molecular média teorica € de 8.010,8 Da,
sem oxidar. Para solucionar a pouca produtividade da To5 recombinante,
novos testes preliminares de expresséao foram feitos combinando as estratégias
de producdo. No entanto, nenhuma das estratégias melhorou

significativamente a producéo desta proteina fuséo.
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Figura 39. Gel de poliacrilamida mostrando os passos de extracdo da proteina
de fuséo heterdloga. A, B e C sédo as purificacdes da proteina de fusdo eluidas
com Ni-NTA, das fracbes de agua, ppb e ultrassom, respectivamente. D,
Purificacdo da proteina de fusdo apds digestdo com enteroquinase. Os dois
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picos indicados com tempo de retencdo e massa molecular determinada por
electrospray.

Fazendo uso da ultima tentativa de expressao nesta linhagem bacteriana (300
Mg de proteina fusdo/L de cultura) e analisando o acontecido com a primeira
tentativa foi concluido que: (1) O gene alvo poderia estar sendo téxico para a
bactéria dado que esta ndo conseguiu aumentar significantemente a producéo
de proteina soluvel. (2) Esta linhagem bacteriana ndo estava oxidando a
proteina fusdo. Mesmo que foram feitas extracbes separadas (citoplasma e
periplasma) da proteina alvo, dita proteina mostrou massa molecular média
perto da massa molecular tedrica no estado reduzido. Para confirmar estas
informagdes, na figura 39D se observa a massa molecular da Tioredoxina

s

medida por ESI. Esta massa molecular € muito parecida com a massa
molecular no estado reduzido da molécula com uma diferenca de 0,04 Da. (3)
Dado que a digestdo da To5 fusdo com enteroquinase resultou em dois
caracteristicos componentes de 12.828 (tioredoxina) e 2.233 Da sem achar a
massa molecular da To5 recombinante, foi concluido que a enzima estava
clivando inespecificamente a toxina alvo. Este evento é conferido quando se
calcula a massa molecular do fragmento C-terminal
(NIWGSYPNNCLEHHHHHH) da toxina. Este fragmento tem uma massa

molecular tedrica que bate com a experimental obtida.
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Figura 40. Massa molecular da proteina de fusdo expressa. Apresentando a
massa molecular ionizada em mdltipla carga (em vermelho) de 20.818,7 Da.
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5.6.2 Rosetta (DE3)pLysS
Uma alternativa a linhagem BL21 inicialmente escolhida, foi a Rosetta

(DE3)pLysS. Mesmo que o desenho do gene alvo tem sido preparado para uso
de cbdons raros em E. coli, esta linhagem foi selecionada porque ela tem o
plasmideo de restricio pLysS que favorece a producdo de genes
potencialmente téxicos. Ainda com a esperanca de obter a proteina fusdo em
grandes quantidades e em seu estado oxidado, foram feitos todos os testes
possiveis combinando as opc¢bes de producdo como descrito no inicio. Um
teste usando 1 L de meio de cultura foi feito usando as condi¢cdes 6timas de
producao heterdloga.

Um pré-inoculo de Rosetta (DE3)pLysS transformada com o gene alvo foi
crescido durante a noite (meio LB adicionado de 150 e 34,4 ug/mL de AMP e
cloranfenicol, respectivamente). 10% deste pré-inoculo foi adicionado a 1L de
meio LB (adicionado de 0,1% glicose, 100 e 34,4 pg/mL de AMP e
cloranfenicol, respectivamente), crescido por 2,5 horas (ODey 1,8) a 37°C e
100 rpm em incubadora. A inducéo foi com IPTG 0,4 mM com 75 rpm a 26°C
durante 14 horas. A solucédo de extracdo da To5 fusédo foi o tampéao de uso

para enteroquinase (Tris-base 25 mM, pH 8 ajustado com HCI).

A producdo de recombinante nesta linhagem foi de 600 pg/L de cultura
aproximadamente. O produto desta expressdo nao foi extraido da bactéria
usando o tampao PPB e agua porque uma proteina endogena estava sendo
competitiva na hora da expressao (Fig. 41). Dita proteina estava competindo
ainda com a proteina alvo pela interagcdo com a coluna de afinidade Ni-IDA e
estava eluindo no mesmo tempo de retencdo na cromatografia em fase reversa
RP-HPLC. Para resolver, foi usado o tampdo da enteroquinase com a
expectativa de digerir a proteina logo na solucdo de extracdo. A proteina alvo
foi digerida como se mostra na banda do gel SDS PAGE (Fig. 41A). Prevendo
gue a To5 fuséo esteja sendo digerida inespecificamente pela enteroquinase,
primeiro foi feito um teste enziméatico usando diferentes concentracdes da
enzima em dois tempos (10 e 16 horas) de incubacdo a 22°C. Assim, poderia
ser usada a concentracdo e tempos especificos da enzima com o intuito de

diminuir a clivagem inespecifica.
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Figura 41. To5 fuséo produzida em Rosetta (DE3). Teste de producao da toxina
recombinante produzida e digerida com enteroquinase em gel SDS 12%
glicina. A, pocos 3 e 6 com a To5 produzida no periplasma e citoplasma,
respectivamente digeridos com enteroquinase. B, passos da producéo da To5:
M, marcador 3,4-100 kDa Thermo, 1. Rosetta sem plasmido, 2. Rosetta com
plasmideo sem induzir, 3. Rosetta com plasmideo induzido, 4. Pellet pds-Ni-
IDA, 5. Extrato periplasmatico pos-Ni-IDA, 6. Extrato periplasmatico lavado, 7.
Extrato periplasmatico eluato, 8. Pellet lavado, 9. Pellet eluato. Em circulo a
toxina recombinante e na seta vermelha uma proteina endégena competitiva
nas cromatografias com a toxina alvo.

A proteina fusdo (~30 pg) foi completamente digerida com 0,1 pL de enzima
(EK da NEB) passando 10 horas de incubacao (Fig. 42). Apos digestao total da
amostra foi evidenciado por espectrometria de massa que a proteina estava
sendo produzida no seu estado reduzido tanto no periplasma, quanto no
citoplasma. Da quantidade total separada por HPLC apenas foi possivel achar
a massa molecular da To5 recombinante no estado reduzido. Igualmente, foi
achada a massa molecular da tiorredoxina. Embora, a To5 recombinante foi
clivada inespecificamente como aconteceu no processo feito com a linhagem

BL21. A massa molecular do fragmento C-terminal (2.233 Da) foi detectada

70



com bom sinal de intensidade no espectro e eluindo no mesmo tempo de

retencdo que nas purificagOes feitas com BL21.

Figura 42. Cinética enzimatica da enteroquinase sobre a To5 fusdo. Teste feito
com gel SDS 18% tris-tricina e corado com azul de coomassie coloidal. A
enzima foi avaliada usando concentracfes diferentes sobre uma quantidade
fixa de To5 fusdo: M. marcador 3,4-100 kDa Thermo, 1. 2 pL de Enzima, 2. 1
pL de Enzima, 3. 0,1 pL de Enzima, 4. 0,01 pL de Enzima, 5. 0,001 uL de
Enzima, 6. 0,0001 yL de Enzima, 7. 0,00001 pL de Enzima, 8. 0,000001 uL de
Enzima, 9. 0,0000001 pL de Enzima. Seta vermelha indica a proteina fuséo. A
seta preta indica a tioredoxina apés digestao.

5.6.3 SHuffle®T7(NEB)
Conhecendo que, definitivamente, as duas primeiras linhagens ndo estavam

oxidando a molécula, foi optado por testar novas linhagens que favoreceriam a
oxidacao da proteina recombinante alvo. A SHuffle®T7 da NEB tem vantagens
como garantir um citoplasma oxidante e producdo da isomerase DsbC que
favorecem, em teoria, a apropriada estruturacao da proteina recombinante alvo
e producdo de genes potencialmente toxicos as bactérias. Apos fazer
transformacéao, estas células cresceram muito bem durante todo o processo de
fase inicial de crescimento e indugdo. Embora nas primeiras tentativas de
producéo (como indicado inicialmente) esta linhagem n&o mostrou producéo de
proteina recombinante aparente. Nos géis ndo se aprecia mudanca de
expressdo (Fig. 43). Por tanto, esta linhagem foi omitida para continuar
testando a producéo da To5 fuséo e também né&o foi testada a maior volume de

meio de cultura.
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Figura 43. Tentativa de producdo da To5 fusdo em SHuffle®T7. Gel de SDS
12% glicina mostrando cinética de producdo da recombinante ao longo do
tempo: M. marcador 10-225 kDa Affymetrix, 1. Apos 1 hora de inducdo, 2. Apés
2 horas de inducéo, 3. Apés 3 horas de inducao, 4. Apos 4 horas de inducdo, 5.
Apos 5 horas de inducéo, 6. Apos 12 horas de inducéo, 7. Apds 16 horas de
inducdo, 8. Apos 24 horas de inducédo, 9. Controle sem induzir. Notar que
nenhuma banda aparece entre os marcadores 15 e 25 kDa onde se espera
esteja a To5His fuséao.

5.6.4 Origami (DE?3)
A selecdo desta linhagem ainda € por conta das condicbes oxidantes que

oferece o citoplasma para facilitar a estruturacdo da To5 fusdo. Em principio,
esta linhagem celular é dificil crescer apds transformacdo. A eficiéncia de
transformacgé&o foi pouca e so cresceram células apés 48 horas de incubacéo a
37°C. Com esta linhagem foram testadas todas as condicGes especificadas no
inicio, procurando achar a melhor produgédo de toxina fusdo recombinante. A
linhagem Origami (DE3) produz toxina, mas em poucas quantidades. A ultima
condicdo testada foi: um pré-inoculo de Origami (DE3) transformada com o
gene alvo foi crescido durante a noite (meio LB adicionado de 150, 12,5 e 7,5
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pg/mL, de AMP, tetraciclina e kanamicina, respectivamente). 10% deste pré-
inoculo foi adicionado a 1L de meio LB (adicionado de 0,1% glicose, 100 12,5 e
7,5 pg/mL, de AMP, tetraciclina e kanamicina, respectivamente), crescido por 3
horas (ODego 2,0) a 37°C e 100 rpm em incubadora. A inducgéo foi com IPTG 0,5
mM a 75 rpm a 26°C durante 30 horas. A solucdo de extracdo da To5 fusio foi
o tampado de uso para enteroquinase (Tris-base 25 mM, pH 8 ajustado com
HCI). A proteina recombinante alvo néo foi produzida em quantidade relevante.
Embora, foi quantidade suficiente para fazer digestdo com enteroquinase (Fig.
44), purificacao por HPLC (Fig. 45) e analise por espectrometria de massa (Fig.
46). Com estes processos foi observado que a To5 fusdo estava sendo

transportada para o periplasma e, provavelmente, estava sendo oxidada.

Figura 44. Teste enzimatico com enteroquinase sobre a To5 fusdo produzida
em Origami. Neste teste € usado como controle o produto da Rosetta
(DE3)pLysS. Gel SDS PAGE 15% glicina corado com azul de coomassie
coloidal. M. marcador 3,4-100 kDa Thermo, 1. Eluato Rosetta Desnaturado, 2.
Eluato Rosetta Nativo, 3. Eluato Origami Desnaturado, 4. Eluato Origami
Nativo, 5. Eluato Origami Pellet Nativo, 6. Poco 1 digerido com enteroquinase,
7. Poco 2 digerido com enteroquinase, 8. Poco 3 digerido com enteroquinase,
9. Poco 4 digerido com enteroquinase. N, condi¢cbes nativas. D, condi¢gbes
desnaturantes e EK, enteroquinase.

No entanto, foram achadas massas moleculares que batem com o fragmento
da To5His digerida inespecificamente (como explicado no processo com a
linhagem BL21). A fracdo de maior intensidade mostrada na cromatografia (Fig.

45) tinha entre outros componentes, massas moleculares correspondentes ao
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fragmento C-terminal encontrado nas outras linhagens testadas. Isso indica
gue nem toda a populacdo de To5His fusdo esta sendo completamente
oxidada. Portanto, apesar de ter as “condigbes oxidantes” desta linhagem, este
processo de poés-traducdo ndo esta sendo completamente finalizado. Futuros
testes mudando a cinética de producdo da recombinante com variacdo de
temperatura e tempo poderia melhorar, pelo menos, este processo pés-
traducdo. Assim, aumentar a quantidade de To5His oxidada frente ao seu
estado reduzido. A massa molecular média tanto da To5 recombinante quanto
da tiorredoxina foram achadas, sendo que a massa molecular média da toxina
alvo foi semelhante com a massa molecular do estado oxidado desta com
diferenca apenas de 1,5 Da entre massas moleculares médias teédrica e
experimental. Este resultado indica que provavelmente esta linhagem

bacteriana esta oxidando a toxina.
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Figura 45. Cromatografia da To5His fusdo apo6s digestdo com enteroquinase.
Esta cromatografia mostra o eluato passado por Ni-IDA da extracdo bruta da
proteina fusdo expressa em Origami (DE3). Neste sdo apresentadas as fracfes
onde eluem a tiorredoxina e a proteina fusdo caracterizadas por espectrometria
de massa MALDI indicado na seguinte figura. A fracdo inicial (24 min), de maior
tamanho contém entre outras, a massa molecular correspondente ao fragmento
de corte inespecifico pela enteroquinase.
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Figura 46. Espectro de massa molecular da fragdo cromatografica To5His. A massa molecular média da To5His medida por MALDI
esta indicada. Neste espectro se destaca que a fragdo cromatogréfica esta contaminada com outros componentes e que a massa
molecular correspondente a toxina heterdloga alvo ndo é o ion mais abundante.
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6. DISCUSSAO

6.1 To4 e To5 NATIVAS
As toxinas To4 e To5 foram parcialmente caracterizadas da peconha do

escorpidao T. obscurus (Batista et al., 2002b; 2004) e suas sequéncias de
aminoacidos completas produto da biblioteca de cDNA da glandula de peconha
foram determinadas (Guerrero-Vargas et al., 2012). Uma andlise teorica das
massas moleculares destas toxinas comparadas com as achadas
experimentalmente indicaram que a toxina To4 com 7.253,2 Da esta amidada
no seu extremo C-terminal, enquanto que a To5 estaria aparentemente
amidada e teria uma massa molecular de 6.937,1 (Guerrero-Vargas et al.,
2012).

Destas toxinas, a To4 ja tinha mostrado ser toxica quando aplicada em
camundongo (Batista et al., 2002b) enquanto que sobre a To5 ainda se
desconhece suas atividades bioloégicas (Guerrero-Vargas et al., 2012).
Adicionalmente, por semelhanca com outras toxinas de escorpifes, esta toxina
poderia ser promiscua agindo sobre canais iGnicos para soédio de diversos
grupos taxonémicos (Guerrero-Vargas et al., 2012). As toxinas com as que a
To5 compartilha identidade e que foram testadas biologicamente sdo a
ardiscretina e as bactridinas. A ardiscretina mostrou ser toxica em artrépodes e
axbnio de lula, mas nado ativa sobre camundongo (D’'Suze et al., 2004);
enquanto que as bactridinas, mostraram ser antimicrobianas e toxicas para
caranguejos e baratas, igualmente sem atividade sobre camundongo (Diaz et
al., 2009).

Neste trabalho, uma andlise feita da massa molecular acurada por modo
refletivo positivo mostrou que a To4 possui 7.249,44 Da que quando
comparada com a massa molecular teédrica, apresenta um erro de 41 ppm.
Uma sequéncia parcial por in source decay ISD comprovando fidelidade da
toxina purificada com seu precursor teérico também foi feita. Como se observa,
esta massa molecular acurada diverge das massas moleculares medias
experimentais achadas anteriormente 7.259 Da (Batista et al., 2002b) e 7.253,2

Da (Batista et al., 2004; Guerrero-Vargas et al., 2012). No entanto, a diferenca
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desta massa molecular experimental acurada com a teorica confirmou que

evidentemente a To4 estd amidada dado que houve uma diferenga de 1,2 Da.

J&, a To5 neste trabalho mostrou uma massa molecular média de 6.937,35 Da
gue confere com a massa molecular antes reportada (Guerrero-Vargas et al.,
2012). As sequéncias parciais feitas por ISD e degradagcdo de Edman da To5
nativa mostraram fidelidade com a toxina putativa como predito (Guerrero-
Vargas et al., 2012), e evidentemente, a diferenca de 1,26 Da determinada por

massa molecular acurada mostrou que esta toxina esta amidada no C-terminal.

Duas toxinas, a To4 e a To5 como teoricamente predito (Guerrero-Vargas et
al.,, 2012) mostraram ser B-toxinas quando testadas sobre os subtipos de
canais ionicos de humano Na, 1.1-1.7. Isto é, deslocando a ativagcado por
voltagem dos canais idnicos testados para estados mais negativos (Pedraza &
Possani, 2013). Uma comparagcdo destas duas toxinas e suas homologas
semelhantes (Fig. 36), ja testadas sobre canais ibnicos para sodio, mostraram
caracteristicas estruturais que permitiriam deduzir alguns eventos concernentes

a interacao entre toxina e canal idnico.

Comecando pelas atividades biologicas reportadas previamente, a Tz1 (1 uM),
ainda nao testada sobre todos os subtipos de Na,s, mostrou atividade de tipo
B-toxina quando testada sobre Na,1.4 e Na,1.5, com marcada preferéncia
sobre o ultimo subtipo (Borges et al., 2004). A Tsl significantemente deslocou
a ativacdo de voltagem para a esquerda dos subtipos Na,1.3, Na,1.4 e Na,1.6
com diminuicdo das correntes apenas sobre o subtipo Na,1.5 (Peigneur et al.,
2015), e a Ttlg mostrando alteracdo da ativacdo dependente de voltagem
sobre os subtipos hNa,1.2 e hNa,1.3, diminuiu as correntes dos subtipos
hNa,1.4 e hNa,1.5 mas sem afetar os subtipos hNa,1.1 e hNa,1.6 (Coronas et
al., 2014). A Ts2 testada sobre os subtipos de mamifero Na,1.2 até Na,1.8
mostrou tipicamente um efeito de a-toxina, sendo tipo B-toxina apenas sobre o
subtipo Na,1.3 (Cologna et al., 2012).

No entanto, as toxinas objeto desta pesquisa mostraram ser biologicamente
ativas sobre todos os subtipos de hNa,s testados. Com excecao do efeito de Ina
produzido da To5 sobre o subtipo Na,1.3, as toxinas To4 e To5 deslocaram o

inicio de ativacdo para voltagens mais negativos, além de diminuir as Ina

77



evocadas. Duas categorias de toxinas escorpidnicas que agem sobre os canais
ibnicos para sodio sdo bem caracterizadas como a- e B-toxinas agindo na
inativacao e ativacdes destes, respectivamente (Jover et al., 1980). Apesar de
esta classificacéo estar sendo revisada devido ao crescente numero de toxinas
gue agem de ambas as maneiras (Peigneur et al., 2015), a To4 estritamente
mostrou um efeito tipo B-toxina. No entanto, a To5 aumentando as Iy, sobre o
subtipo Na,1.3 sai do padrdo de diminuicdo de correntes de sddio das -toxinas
e mostra que esta toxina estaria envolvendo mecanismos moleculares bem
diferentes, ainda mais diferente do que quando comparamos as atividades
provocadas pela To4 e as outras toxinas homoélogas com seus Na,s alvo.

As B-toxinas subdivididas em quatro subclasses tém apresentado atividade
sobre Nays proprios de mamifero, inseto ou ambos (Pedraza & Possani, 2013).
Tanto a To4 quanto a To5, por homologia, poderiam agir indiferentemente
sobre os canais ibnicos de inseto e mamifero, mas estas toxinas s6 foram
testadas sobre canais idnicos de humano. No entanto, a Ts1, com 59% e 44%
de identidade com as To4 e To5 respectivamente, mostrou ser ativa sobre
canais ibnicos de ambos os grupos taxondémicos (Cologna et al., 2009;
Peigneur et al., 2015).

Como é bem caracterizado, a estrutura (primaria, secundaria e terciaria) das
toxinas potencialmente interfere com a interacdo destas e seus alvos. Neste
trabalho néo foi feita elucidacdo da estrutura tridimensional das To4 ou To5,
mas analisando a estrutura primaria delas conseguiu-se verificar algumas
caracteristicas compartilhadas com outras B-toxinas (Fig. 38): 1) amidacao e 2)

alguns residuos de aminoacidos posicionados estrategicamente.

Primeiramente, neste alinhamento é observado que a amidacdo no C-terminal
€ parte conservada deste grupo de B-toxinas. A excecdo deste grupo é a Tpa2
gue casualmente apresentou discreta atividade quando testada sobre células
TE671 (Barona et al.,2006). Testes desta toxina sobre os subtipos de Na,s
ainda nao foram publicados, no entanto, a Tpa2 mostrou atividade de B-toxina
sobre os subtipos hNa,1.2 — 1.4 e 1.6 quando testada a 500 nM (ver tese de
Guerrero, 2012). Ainda assim, a atividade desta toxina ndo se compara com as

alteracbes evocadas por este grupo de toxinas sobre os Na,s alvo. J& foi
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mostrado que dita amidagé&o faz diferenga na atividade bioldgica quando a Tsl1
nativa nos estados amidado e sem amidacéo foi testada sobre neurénios do
ganglio da raiz dorsal de rato DRG (Coelho et al., 2014).

A amidacdo confere cargas positivas ao extremo C-terminal deste tipo de
moléculas. Interessantemente, a Tz1 além de possuir amidacdo no C-terminal,
seu residuo de aminoacido neste extremo é uma arginina (Borges et al., 2004),
cuja carga é positiva por natureza, o que incrementa ainda mais sua carga
liquida positiva neste ponto. Um teste eletrofisiolégico feito comparando a
Cssll nativa e suas mutacdes no C-terminal mostrou que adicionando residuos
de aminoacido de carga positiva, estes permitiram reproduzir as atividades da
toxina nativa que é amidada (Estrada et al., 2011). Em decorréncia a isto,
parece que o estado amidado nestas B-toxinas & fundamental para a interagédo

delas com seus alvos.

2). Como discutido (Duque et al.,, 2017), foi notada a presenca de alguns
residuos de aminoacido posicionados estrategicamente quando alinhadas este
grupo de B-toxinas (Fig. 36). Este grupo de toxinas alinhadas possuem
residuos de aminoacidos que mostraram ser parte fundamental na interacéo de
B-toxinas previamente descritas com seus Na,s alvos. S&o eles Y5 (Meng et
al., 2015), K12 (Chen & Chung, 2012), K1, um residuo acido E26 e um numero
de residuos aromaticos distribuidos ao longo da estrutura primaria (Pedraza &
Possani, 2013).

Diferentemente da To4, a To5 tem a menor identidade neste grupo de toxinas.
Esta ndo possui os residuos de aminoacido K1 e Y44, mas seus substitutos
sdo conservativos. No entanto, A valina na posicdo da K12 separa esta toxina
do padrao (Fig. 36) deixando como base fundamental a probabilidade explicita
da atividade evocada pela toxina sobre os Na,s testados neste trabalho. Um
fator determinante para a interacdo destas B-toxinas com diversos subtipos de
Na,s, além dos residuos jA mencionados, € a distribuicdo de Cys ao longo da
estrutura primaria. Consequentemente, todas as toxinas deste grupo (Fig. 36)
possuem o padrdo similar tanto para toxinas que agem sobre Na,s de
mamifero (Tan et al., 2006) quanto de inseto (Pedraza & Possani, 2013). De

fato, Tsl (Peigneur et al., 2015) e Ts2 (Cologna et al., 2012) mostraram ser
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ativas sobre Na,s destes dois grupos taxondmicos. Portanto, futuros testes com
estas duas toxinas To4 e To5 sobre Nas proprios de inseto sao

recomendados.

Assim como as caracteristicas estruturais da toxina influenciam sua atividade
sobre seu alvo, as caracteristicas intrinsecas dos canais idnicos também
influenciam a interacdo com as toxinas. Ha nove subtipos de canais ibnicos
para sodio de mamifero da subfamilia Na,1 (Catterall, 2012) e todos estes
subtipos tém mostrado serem estruturalmente similares entre si (Catterall et al.,
2005; Kwong & Carr, 2015). No entanto, dentre eles h& pontos especificos que
sédo alvo das toxinas de escorpido (Catterall et al., 2005). As B-toxinas agem
sobre os segmentos S1-S2 e S3-S4 localizados no dominio DIl no sensor de
voltagem dos canais ibnicos para sodio (Cestele & Catterall, 2000; Pedraza &
Possani, 2013). Ainda nestes segmentos, pontos chaves no subtipo Na,1.2 sdo
alvo da CsslV, uma B-toxina bem caracterizada que reconhece o0s residuos
E779 e P782 no segmento S1-S2, e o residuo G845 no segmento S3-S4 do DI
(Zhang et al., 2011).

Adicionais interacfes acontecem quando dita toxina reconhece os residuos
E1438 e D1445 do loop SS2-S6 no dominio DIl destes canais ibnicos (Zhang
et al., 2012), ver figura 37 para melhor entender. Estudos sobre interacao de B-
toxinas e canais i6nicos tém demonstrado que tais toxinas ndo s6 dependem
da interacdo sobre os segmentos S1-S4 do DIl, sendo também do SS2 no DIl
(Leipold et al., 2006; Cohen et al., 2007). Esta interacdo tem sido destacada
com B-toxinas que sao especificas para Na,s préprios de inseto (He et al.,
2011; Song et al., 2011). Curiosamente, a To4 mostrou ser ativa sobre todos os
subtipos de Na,s. Este fato permitiria inferir que dita toxina possui maior
numero de pontos de reconhecimento sobre cada subtipo de canal iénico alvo

gue qualguer outra toxina mais especifica.

Nao diferentemente foi o resultado da atividade da To5 sobre estes subtipos de
Nays humano. Como foi discutido, no alinhamento a To5 foi a mais discrepante
em termos de identidade (Fig. 36). Mais além, nossos resultados mostraram
gue esta toxina diminuiu as Iy, da maioria dos os Na,s aqui testados, mas sua

tendéncia foi aumentar Iy, do subtipo hNa,1.3, fenbmeno ndo esperado para
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este tipo de toxina. No entanto, a Ts2 testada sobre os subtipos de mamifero
Na,1.2 até Na,1.8 mostrando tipicamente um efeito de a-toxina, apresentou
atividade tipo (B-toxina apenas sobre o subtipo Na,1.3 (Cologna et al., 2012).
Este tipo de atividade divergente de uma toxina sobre seus diferentes canais
alvo deixa claro que elas tém que ser investigadas a fundo para melhor

compreensao da sua atividade molecular.

O mecanismo de acdo dos canais ibnicos para sédio quando uma [B-toxina
interage com estes foi denominado “voltage sensor-trapping model” (Cestéle et
al., 1998; Zhang et al., 2012). Neste modelo, apds um pré-pulso aplicado ao
canal ibnico, a toxina que age reconhece residuos de aminoacidos localizados
nos segmentos S1-S4 do DIl (Cohen et al, 2007; Zhang et al., 2011).
Adicionalmente, para evitar o livre deslocamento do segmento sensor de
voltagem S4, a toxina se ancora sobre especificos pontos dos loops SSI (Song
et al., 2011) ou SS2 entre os segmentos S5-S6 do DIl (Cohen et al., 2007,
Leipold et al., 2006; He et al., 2011; Zhang et al., 2012).

Assim que a toxina e o canal idnico estdo interagindo, a toxina mantém o
estado pré-ativado do canal fazendo este mais sensivel a voltagens
despolarizantes (Zhang et al., 2012). Ainda que as toxinas To4 e To5 foram
testadas com e sem pré-pulso, tais toxinas ndo mostraram diferenca entre sua
atividade usando estes dois protocolos, enquanto que a Tzl (Borges et al.,
2004), e a BmK IT2 (He et al., 2011), por exemplo, foram dependentes de pré-
pulso. As B-toxinas, em principio, tém a habilidade de interagir com residuos de
aminoacidos que sO sao expostos pelo canal ibnico unicamente quando se
aplica um primeiro estimulo despolarizante sobre este (Cestele et al., 2001).
Nossos resultados com as toxinas objeto desta pesquisa mostraram que elas
poderiam estar interagindo com residuos de aminoacidos expostos nos loops
S3-S4 DIl e que sdo comuns para todos os subtipos de Na,s testados como,
por exemplo, a E837 e a L840 (Fig. 39). Explicando desta maneira o fenémeno
de deslocamento para voltagens mais negativas a ativacdo de cada Nay

testado depois de aplicada cada toxina.

Experimentos feitos com a Tzl mostraram que dita toxina age sobre dois

estados dos Nays, ativado e desativado, destacando que o deslocamento do

81



shift de voltagem e a diminui¢cdo de correntes, produto da interacao entre toxina
e canal ibnico, sao parte de dois eventos separados (Leipold et al., 2012).
Estes dois eventos foram claramente reconhecidos nos nossos experimentos
com as toxinas testadas. No entanto, esse fendbmeno de aumento de corrente
produzido pela To5 sobre o Na,1.3 mencionado antes, sé poderia ser explicado
se ao invés que a toxina aprisione o sensor de voltagem, esta toxina consiga

puxa-o de dentro da membrana celular.

O aumento de Iya produzido por toxinas de escorpides € comum das a-toxinas
(Gordon et al., 2007). No entanto, uma andlise feita nos resultados deste
experimento deixou claro que ndo houve atividade tipo a da To5 sobre esse
Na,. Pode haver varias explicagcbes na tentativa de elucidar este evento
molecular. Embora, ndo serdo mais do que hipoteses até aumentar o uso das
metodologias moleculares de interagcdo. Com isso, é suportada a ideia proposta
por outros autores sobre continuar uma pesquisa aprofundada das toxinas
escorpidnicas e suas interacdes com os alvos para melhor esclarecimento das

informacdes atuais (Peigneur et al., 2015).

Conhecendo os alcances biologicos das toxinas To4 e To5 aqui descritos, cabe
enfatizar a importancia deste tOpico para o conhecimento epidemioldgico
produzido pelo escorpidao T. obscurus (Pardal et al., 2003). Esta espécie de
escorpido ocorre no norte do Brasil (Norte dos estados de Para e Amapd)
incluindo Suriname e Guiana Francesa (Lourenco & Leguin, 2008). Quando ha
acidente por picada deste escorpido ocorre no paciente um numero eventos
locais e consideraveis eventos sistémicos que colocam em risco a saude da
populacdo (Pardal et al., 2003; 2014). Surpreendentemente, como
demonstrado com diferentes populacbes do escorpido T. serrulatus apos
caracterizacdo dos componentes da peconha e avaliacdo farmacoldgica
(Oliveira et al., 2013), foi sugerido para T. obscurus que duas populacdes
ocorrendo no estado do Pard poderiam ter variabilidade na peconha dado a
diferenca entre sinais/sintomas apresentados pelas respectivas populacdes de

pacientes afetadas (Pardal et al., 2014).

A caracterizacdo de componentes da pegonha desta espécie de escorpido

ainda esta sendo elucidada. J& foram identificadas trés toxinas que agem sobre
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canais ibnicos para potassio de consideravel atividade sobre seus alvos
(Batista et al., 2000; Batista et al., 2002a). Também foram caracterizadas
atividades bioldgicas de quatro toxinas para sédio, das quais pela primeira vez,
duas foram eletrofisiologicamente testadas sobre subtipos de Na,s neste
trabalho. A Tol (Tc49b) mostrou diminuir Iy, de células do cerebelo granular,
além de ser muito téxica para camundongos (Batista et al.,, 2002b), a To2
(Tc48a) mostrou um efeito de tipo a-toxina com um Ky de 82 (Batista et al.,
2004), e para finalizar, as toxinas To4 e To5 deste trabalho mostraram ser
promiscuas sobre os canais hNa,1.1-1.7 mostrando que podem agir quase
sobre qualquer tecido, sabendo que cada linhagem celular especializa sua
expressdo de subtipos de Nays dependendo do tecido ao qual pertence
(Catterall et al., 2005; Lera & Kraus, 2015).

Resumindo, a peconha de T. obscurus contém toxinas que agem sobre
diferentes alvos e de diferentes maneiras: aguelas que blogueiam as correntes
de potassio, e aquelas que agem tanto do tipo a, ou do tipo B sobre os Na,s.
Somando as informacbes gerais daquelas toxinas e suas atividades
biologicamente caracterizadas desta peconha, até a data é demonstrado, sem
contar com muitos componentes ainda ndo caracterizados, que o acidente

causado por picada de T. obscurus é potencialmente perigoso.

6.2 To5His RECOMBINANTE
Pelo menos 80 diferentes toxinas de escorpifes tém sido expressas

heterologamente usando diferentes sistemas celulares de expressdo como
mamifero, fungo e bactérias. No entanto, produzir este tipo de peptideos nestes
sistemas tem representado um desafio. Entre estas toxinas recombinantes sao
poucas as toxinas proprias de escorpides do género Tityus que foram
expressas. Com excecdo das toxinas TSK4 (Werkman et al., 1993; Juhng et
al., 1999) e Ts4 (Guatimosim et al., 2000) do escorpido T. serrulatus, nenhuma
outra toxina recombinante procedente deste género de escorpides foi

reportada. De fato, a To5, indicada neste trabalho, é a primeira toxina do

escorpido T. obscurus a ser expressa como recombinante.
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Esta toxina, como muitas outras, também resultou ser desafiante durante a
tentativa de expressao. Pela experiéncia adquirida nas diversas tentativas de
expressar a To5 usando diferentes estratégias de producdo e linhagens
bacterianas foi determinado que este gene estaria agindo toxicamente para as
linhagens bacterianas. Este evento foi destacado pela andlise de varios
fendmenos ocorridos: A discreta producdo desta toxina nas diferentes
linhagens como proteina soltvel, uma quantidade de proteina fusé@o insoluvel e
observacéo da inibicdo de crescimento celular apds inducdo. De fato, a To5,
ainda ndo sendo biologicamente caracterizada, compartilha o grupo NaTx2
(Guerrero-Vargas et al., 2012) tendo homologia com a bactridina 1, uma toxina
gue age sobre bactérias (Diaz et al., 2009).

Para tentar resolver a baixa producédo da To5His na primeira linhagem testada
E. coli BL21 DE3, foram testadas diversas estratégias ja mencionadas na
metodologia. Em teoria, qualquer uma das condi¢bes que sejam alteradas ao
longo do processo pode interferir no sucesso da producéo recombinante. Em
esséncia, as estratégias genéticas usadas no vetor de expressao (Sgrensen &
Mortensen, 2005a), a combinacdo do sistema vetor/linhagem celular usado
(Cao et al., 2015), meios de cultura e aditivos (Sgrensen & Mortensen, 2005b).
Ap6s inducédo, continuam sendo fatores de mediacdo da producédo: a dose de
indutor a usar (Terpe, 2006), a temperatura e aditivos (Sgrensen & Mortensen,
2005b; Costa et al., 2014), agitacdo, tempo de inducdo, agentes oxidantes
(Chaderjian et al., 2005), tipo de sais (Ju et al., 2009), osmolitos (Macchi et al.,
2012) e fatores fisico-quimicos como o pH e a osmolaridade (Franco et al.,
1999), pois estes fatores combinados interferem no mecanismo da maquinaria
molecular e seu vinculo especifico com o gene alvo a expressar. Embora,
nossos resultados tras tentar melhorar a producdo recombinante em BL21,
mostraram que sao poucas as possibilidades das quais o gene melhore sua
expressdo. Adicionalmente, apdés produzir a toxina fusdo alvo (Tiorredoxina-

To5His), esta mostrou estar no estado reduzido.

Na tentativa de aumentar o produto recombinante e ainda no estado oxidado,
usando o mesmo sistema de vetor foi testada a linhagem Rosetta (DE3) pLysS.
Este sistema oferece restricdo de expressdo do gene alvo devido ao seu

plasmideo pLysS (Baneyx, 1999). Enquanto a célula é crescida até atingir sua
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densidade otica ODgg apropriada, a producdo basal de proteina alvo é limitada
até sua inducao (Terpe, 2006). Este evento adicionado de um aditivo restritor
como a glicose favorece a pos-expressédo do gene alvo quando este representa
risco celular (Terpe, 2006). Em efeito, nossos resultados usando estes dois
fatores mostraram melhorar em 3,5 vezes a produgcao da recombinante alvo,
obviamente usando as condicbes apropriadas conforme este sistema
especifico. No entanto, A To5 fusdo ainda continuou sendo expressa no seu
estado reduzido.

Uma das possiveis explicacfes ao fato que a proteina alvo néo esteja sendo
oxidada poderia ser as suas propriedades intrinsecas. Vale lembrar que, ainda
gue esta toxina esteja sendo produzida em fusdo com uma proteina chaperona
como a tiorredoxina, as toxinas escorpionicas sao peptideos saturados de
cisteinas (Mouhat et al., 2004), o que lhes confere caracteristicas pouco

comuns para ser processadas na maquinaria molecular de uma bactéria.

Na tentativa de conseguir o estado oxidado da To5His foram selecionadas
duas linhagens bacterianas: SHuffle ®T7 e Origami (DE3). Estas duas
linhagens basicamente favorecem a oxidacdo das proteinas dado que seus
citoplasmas naturalmente redutores (De Marco, 2009) foram geneticamente
modificados permitindo estes ser mais oxidantes (Terpe, 2006). No entanto,
apesar da primeira linhagem conter mutac&o para permitir expressado de genes
toxicos (segundo as especificacdes do fabricante), esta linhagem ndo mostrou
aparente expressdo do gene alvo durante as primeiras fases nos testes
preliminares. Nossos experimentos ainda mostraram que esta linhagem cresce
muito bem em comparacdo com a linhagem Origami (DE3). Esta ultima, por
sua parte, foi pouco eficiente na transformacéo e crescimento. Mesmo assim, a
Origami (DE3) mostrou uma leve producdo da To5 fusdo e provavelmente, no

seu estado oxidado como indicado nos resultados.

Ao todo, a toxina recombinante To5His mostrou ser toxica para bactérias e por
suas caracteristicas intrinsecas, esta toxina resultou um desafio na hora de
expressar ela no seu estado estruturado. O estado reduzido da proteina fuséo
além de ser comprovado pela massa molecular, também foi considerado na

hora da digestdao com enteroquinase para liberar a To5His da tioredoxina, dado
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que, apdés esta clivagem apareceram massas moleculares préprias da

tioredoxina, mas ndo do peptideo alvo.

Inesperadamente, foram achadas massas moleculares que batem com os
ultimos 18 residuos de aminoacidos do C-terminal To5His. A enteroquinase é
uma enzima que teoricamente reconhece a sequéncia de quatro aminoacidos
acidos seguidos de um aminoacido basico DDDDK4, (Choi et al., 2001). Nao
obstante, esta enzima ja mostrou ser inespecifica sobre proteinas (Choi et al.,
2001; Rosano & Ceccarelli, 2014). Inclusive, outras toxinas recombinantes
mostraram ser alvo inespecifico desta enzima (zZhu et al., 2010; Dai et al.,
2012; Tekook et al., 2012; Chen et al., 2013b). ApOs entender esta propriedade
inespecifica da enzima, foi analisada a estrutura primaria C-terminal da To5His
e seu ponto de clivagem inespecifico (DNR ). Nesta sequéncia, 0 aminoacido
acido D proprio do sitio de reconhecimento da enzima, seguido de um residuo
neutro N e por ultimo, um residuo basico R, permitem destacar um novo ponto
de reconhecimento da enteroquinase pelo seu alvo, e verificar outras
caracteristicas fisico-quimicas dos residuos reconhecidos pela enzima como,
por exemplo, sua condicdo polar, além de serem simplesmente alguns residuos

de aminoacidos acidos seguidos de um residuo basico.
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7. CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo de toxinas com ac¢des em canais para sédio

isolados da peconha do escorpido T. obscurus;

As toxinas To4 e To5 nativas apresentam efeito do tipo beta, em
diferentes graus, em todos os subtipos de Na,s testados;

A acdo das duas toxinas, ao contrario de outras p-toxinas, ndo depende
de uma pré-ativacao, indicando que estas podem reconhecer residuos

de aminoacidos extracelulares nos locais de interacdo com seu alvo;

O mecanismo de interacdo destas duas toxinas com seus alvos aqui

estudados ainda devem ser aprofundados;

O gene da toxina To5 mostrou ser toxico para as linhagens bacterianas
testadas neste trabalho. No entanto, uma analise minuciosa na selecéao
da linhagem, nos protocolos de crescimento e inducdo da bactéria e, a
producdo e purificagdo da toxina recombinante pode favorecer o

sucesso da expressdo.
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8. PERSPECTIVAS

Produzir e testar a To5 recombinante e comparar estes resultados com a
To5 nativa;

Testar as toxinas sobre outros subtipos de canais i0nicos ainda néo
testados tanto do grupo mamifero quanto de outros grupos taxonémicos;
Sugere-se caracterizar estruturalmente as toxinas, usando técnicas
espectroscopicas.

Avaliar modos de interacdo destas toxinas com seus alvos usando
técnicas moleculares e patch-clamp.
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