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RESUMO
Martins, Marcos Lorenzi. Clonagem e expressao de uma proteina rica em cisteina
(CRISP) isolada da glandula de veneno da centopeia Cryptops iheringi. 2020. 29 p.
Trabalho de Conclusdo de Curso Especializacdo em Toxinas de Interesse em Saude
— Centro de Formacéao de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, Sao
Paulo, 2020.

Centopeias da classe Chilopoda constituem um grupo de artropodes sinantropicos
com ampla distribuicdo global que estdo envolvidos em varios relatos de humanos
mordidos. Grande parte dos acidentes no estado de Sao Paulo tem sido relacionada
as centopeias dos géneros Cryptops e Otostigmus. O veneno desses animais contém
varios compostos bioativos e dentre eles, as proteinas secretorias ricas em cisteina
(CRISPs) que séo conhecidas como alérgenos. Embora as CRISPs ja tenham sido
descritas em transcricbes da glandula de veneno em artropodes, suas acdes no
veneno ainda permanecem desconhecidas. Portanto, a obtencdo de uma dessas
proteinas em forma recombinante pode ajudar a entender seu mecanismo de acéo.
Este presente trabalho tem como propdésito clonar uma CRISP isolada da glandula de
veneno de C. iheringi e expressa-la em um sistema bacteriano com o objetivo de
avaliar sua atividade bioldgica. A partir das transcricdes da glandula C. iheringi, a
sequéncia CRISP foi isolada e usada para sintese de um gene sintético. Uma vez
obtida, a sequéncia genética foi subclonada no vetor pSUMOupn. A expressao
bacteriana foi estabelecida utilizando-se a E. coli BL21 (DE3)-Star cultivada a 30 ° C
por 16 horas com inducéo de IPTG em OD600=0,6 . Embora uma grande parte tenha
sido obtida na forma de corpos de inclusdo, foi possivel purificar uma pequena
guantidade dessa proteina na forma solluvel, e posteriormente foi purificada por
cromatografia de afinidade e avaliada por gel SDS-PAGE e Western blotting. Esta
proteina sera posteriormente utilizada para determinacédo de sua atividade biolégica.
Este estudo pode contribuir para elucidar as atividades bioldgicas e processos
patolégicos causados por essa proteina no envenenamento, e assim, pela primeira

vez, descrever a atividade desse tipo de toxina para essa classe de veneno.

Palavras-chave: CRISP recombinante. Cryptops iheringi. Centopeia. Expressao em

E. coli.
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1. Introducéao

Animais invertebrados pertencentes ao filo Arthropoda e classe Chilopoda sé&o
popularmente conhecidos como centopeias. Anatomicamente, estes animais
possuem corpo segmentado com diametros variaveis e com um par de patas por
segmento, um Unico par de antenas e de forcipulas inoculadoras de veneno, bem
como um par de glandulas de veneno localizado abaixo de cada forcipula ( Bucherl
1939; Bucherl 1943; Fonseca 1949; Jangi et al.,, 1984). Esses animais possuem
habitos alimentares preferencialmente carnivoros com dietas variadas incluindo
insetos, lesmas, aranhas, assim como pequenos vertebrados como lagartos, aves e
ratos constituindo assim, um grupo ecologicamente importante de predadores de solo
e serapilheira (Bucherl 1946; Undheim e King 2011; Jangi et al., 1984). Séo
considerados animais sinantropicos e com ampla distribuicdo global, apresentam
hébitos noturnos, e frequentemente sdo encontrados em ambientes Umidos como
jardins, depdsitos de lixo, terrenos vagos, dentre outros (Biicherl 1939; Knysak et al.,
1994; Undheim et al., 2015; Jangi et al., 1984). Por ser uma classe de artrépodes
peconhentos adaptados as areas urbanas e domésticas, acidentes com humanos séao

frequentemente relatados (Knysak et al., 1998).

Acidentes por picadas de centopeia tém sido relatados no Brasil, estudos que
abordam este tema ainda sao escassos, porém, apontam que cerca de 90% dos
acidentes ocorridos no estado de S&o Paulo estédo relacionados principalmente aos
géneros Cryptops sp. e Otostigmus sp. (Medeiros et al., 2008). Considerando ainda o
estado de S&o Paulo, grande parte dos acidentes humanos envolvendo centopeias
ocorre em areas urbanas durante a realizacao de tarefas domésticas, as extremidades
corporais como pés e maos sdo as areas mais acometidas pelas picadas. A
sintomatologia do envenenamento é comumente descrita com sintomas locais como
eritema, edema, hemorragia discreta no local da picada, dor ardente e cefalgia
(Knysak et al., 1998). O agravamento do envenenamento € raro porem pode levar a
efeitos sistémicos (Mumcuoglu e Leibovici, 1989; Harada et al., 1999; Wang et al., 4
1999; Ozsarac et al., 2004; Wang et al., 2004; Hasan e Hassan, 2005; Yildiz et al.,
2006).

Os efeitos descritos na sintomatologia contribuem para o entendimento da

composicdo bioquimica do veneno de centopeias. Estudos bioquimicos e



11

farmacoldgicos realizados com os venenos de Scolopendra viridicois, C. lheringi e
Ostostigmus  pradoi. (Malta et al., 2008), demonstraram atividades
predominantemente  proteoliticas, como  gelatinoliticas, caseinoliticas e
fibrinogenoliticas. A presenca destes compostos enzimaticos possibilita a correlacéo
com as atividades edematogénicas, miotoxicas, nociceptivas, hemorragicas e
hemoliticas demonstradas por estes venenos. Podemos concluir dessa forma, que
esses venenos sdo compostos por um conjunto complexo de moléculas bioativas,

ainda pouco exploradas pela toxinologia.

Figura 1. Exemplar da espécie Cyptops iheringi. Fonte: Antoniazzi et al. 2009.

Dentre 0s muitos compostos desse veneno podemos destacar as proteinas
secretorias ricas em cisteina (CRISPs). Esta classe de proteinas constituem uma
familia diversamente distribuida que foram descobertas e isoladas de varios tecidos
animais como, por exemplo, do trato reprodutivo masculino de mamiferos
(Kierszenbaum et al., 1981), venenos de repteis (Mochca-Morales et al., 1990; Hill e
Mackessy, 2000; Yamazaki e Morita, 2004; Lodovicho et al., 2017) e venenos de
caramujos marinhos (Milne et al., 2003; Gerdol et al., 2019). As CRISPs tém
demonstrado uma variedade diversificada de atividades bioldgicas desempenhadas
tais como os efeitos de inibicdo de varios tipos de canais ibnicos (Nobile et al., 1994;
Brown et al., 1999; Yamazaki et al., 2002; Wang et al., 2005), protedlises especificas
(Milne et al., 2003) e inducéo de hipotermia em presas (Mochca-Morales et al., 1990).
Descritas dentre os mais importantes alérgenos do veneno de vespas e formigas-fogo
(Solenopsis. spp.) (Hoffman 2006) proteinas e peptideos ricos em cisteina séo

responsaveis pela manifestacdo do quadro alérgico no envenenamento causado por
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esses animais. Visto que essa caracteristica alérgica também € descrita nos acidentes
por centopeias, € plausivel a correlagdo com a presenca de CRISPs em seu veneno
(Hakim et al.,, 2015). Sendo assim, as CRISPs provenientes dos venenos de
artropodes se mostram um alvo promissor na pesquisa cientifica, uma vez que podem

estar fortemente relacionadas a alguns dos principais efeitos do envenenamento.

Uma das limitagées da pesquisa para o avango da pesquisa com CRISPs em
artropodes esta diretamente relacionada com a dificuldade na obtencéo do veneno
destes animais. O processo de extracdo do veneno exige experiéncia de quem
executa e pode consumir muito tempo, além disso, o principal fator limitante € o baixo
rendimento ao final do processo. Este rendimento é baixo mesmo para centopeias
consideradas relativamente grandes como é o caso das espécies Scolopendra
polymorpha (~ 10 cm) e S. subspinipes (~ 15 cm). Ambas as espécies podem produzir
em média 1 e 5 yL de veneno, respectivamente, quando obtidas por eletroestimulagéo
(Cooper et al., 2014). Estes fatores, em conjunto, ressaltam a importancia de novos

estudos na area de DNA recombinante.

Para proteinas, a tecnologia de DNA recombinante tem contribuido para
solucionar tais fatores limitantes fornecendo um meio pelo qual podem ser sintetizadas
em grandes quantidades (Chang et al., 1997). Dessa forma, uma vez aumentada a
disponibilidade e acessibilidade ao composto bioativo, pode auxiliar no maior
entendimento da sintomatologia do envenenamento por centopeias e principalmente

novas descobertas do potencial farmacoldgicos de proteinas do veneno.

Buscando contribuir para o melhor entendimento dos componentes do veneno
de centopeias, 0 presente trabalho teve como objetivo clonar uma sequéncia de
CRISP isolada da glandula de veneno de C. iheringi e produzi-la em um sistema

bacteriano.
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2. Materiais e Métodos

Os procedimentos abaixo descritos foram desenvolvidos em éarea de
biosseguranca nivel NBIl, com autorizacdo da CIBio e CTNBIo (Registro 6691/2019).

2.1.Linhagens bacterianas
2.1.1. DH5u:

E a linhagem de E. coli mais utilizada para rotinas de clonagem, aumenta a

estabilidade do inserto e favorece a qualidade do DNA plasmidial preparado para minipreps.

2.1.2. BL21 Star™(DE3) (Invitrogen®, USA): F- ompT hsdSs (re'ms’) gal dcm rnel31
(DE3);

Bactérias utilizadas em rotinas de expressao, sendo que a designacao (DE3) indica
gue o hospedeiro € um liségeno do fago ADE3 e, portanto, carrega uma copia do gene da
T7 RNA polimerase em seu cromossomo sob o controle do promotor lacUV5, induzivel por

IPTG (isopropylthio-p-galactoside).
2.2.Vetores

O vetor pSUMOup1 desenvolvido por Shimokawa-Falcao e colaboradores (2017),
possui 6000pb e é projetado para a clonagem e expressao de alto nivel de sequéncias
fusionadas com a proteina SUMO, seguido por remocédo da proteina de fusdo dentro da
bactéria. Seus sitios de clonagem sédo precedidos por um promotor T7 e local de ligacao

ao ribossomo, o vetor transporta gene lac | e o gene de resisténcia a cloranfenicol.

O vetor pET-39b+ (Novagem), é um vetor de 6106 pb com sitios de clonagem
precedidos por um promotor T7, e local de ligacdo ao ribossomo e um peptideo DsbA para
exportacdo para o periplasma, o vetor transporta gene lac | e o gene de resisténcia a

Canamicina.
2.3. Meio de cultura para bactérias Luria-Bertani (LB)

O meio utilizado para a expansao bacteriana foi o Luria Broth Base (Miller’s LB

Broth Base, USA, Invitrogen®) composto por 10 g de Triptona, 5 g extrato de
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Levedura, 10 g de NaCl e H20 para volume final de 1000 mL. Sendo esterilizado por

autoclavagem durante 20 minutos a 121 °C.
2.4.Placas agar-LB /antibi6tico

Ao meio LB acima descrito adiciona-se 1,5 % de agar, apos total dissolucao, o
meio é esterilizado por autoclavagem durante 20 minutos a 121°C. Quando a
temperatura do meio chega a cerca de 50°C, adiciona-se cloranfenicol (Calbiochem®,
Alemanha) a uma concentracdo final de 34 ug/mL ou canamicina (Calbiochem®,

Alemanha) a uma concentracao final de 50ug/mL.
2.5. Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses foram realizadas em 50 mL de tampé&o TAE 1X (Tris base 0,4
M, acido acético glacial, EDTA 0,001 M, H20, pH 8), 1% de agarose, e corado com 1
uL de gel Red™ (Uniscience Corporation, Miami, USA). As corridas foram submetidas
a 80 V com 300 mA durante 40 minutos em tampé&o TAE 1X. As amostras de DNA
foram coradas com tampé&o Loading dye 6X (Fermentas Inc., Burlington, Ontario,
Canadd). Os tamanhos das bandas obtidas foram estimados através de comparagao
com o padrdo de peso molecular Ladder FastRuler (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA).

2.6.Eletroforese Unica dimensao de gel de acrilamida (1D- SDS-PAGE)

A proteina recombinante foi analisada por SDS-PAGE (resolucéo de acrilamida
12 %, Perce, USA) sob condi¢cbes redutoras (Laemmli, 1970). ApGs separacdo da
proteina por eletroforese os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250
(GE Healthcare) (0,1% coomassie R-250, 40% etanol; 10% acido acético) e descorado
com solucéo descorante (20% metanol, 5% acido acético), como padrdo molecular foi
utilizado padrdo de peso molecular para proteinas Middle Range protein Ladder,
ready-to-use (Thermo Fisher®). A eletroforese foi realizada em voltagem de 80 V e

corrente de 300mA por gel.

2.7.0btencao de DNA plasmidial CRISP1
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A partir de colbnias pré-existentes de bactérias competentes DH5a possuindo
0 gene sintético CRISP1 presente no vetor pET-39b+, foram cultivadas em 10mL de
meio de cultura LB com canamicina a 50ug/mL, deixadas na estufa a 37°C durante 16

horas, sob agitacdo de 167 rpm (rotagcées por minuto).

Em seguida, as culturas foram coletadas e realizado o processo de purificagao
plasmidial utilizando o kit de PureYield™ Plasmid Miniprep System da Promega®
(Promega Corporation, Madison, W.l., U.S.A.) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Esse protocolo consiste na lise das bactérias utilizando diferentes tampdes
e lavagens com removedores de endotoxinas por meio de inimeras centrifugagoes.
Ao final, o DNA é obtido com alto grau de pureza em 30uL de 4gua deionizada e livre

de nucleases e o rendimento de 5 - 15ug.
2.8. Clivagem e Purificacdo do gene sintético CRISP1

Para as reacdes de clivagem, foi utilizada a propor¢édo de 1U da enzima de
restricdo para cada 1 pg de DNA diluidos em tamp&o proprio para cada enzima em
agua deionizada livre de nucleases para o ajuste do volume, de acordo com a
recomendacao do fabricante. As reacfes foram incubadas por 1 hora a 37°C. Assim,
com os plasmideos obtidos as clivagens foram realizadas com as enzimas de
restricdo, Hindlll FastDigest® enzymes Thermo Scientific™, Xhol FastDigest®

enzymes Thermo Scientific™.

Apos confirmacéo da clivagem por corrida em gel de agarose, o proximo passo
foi a purificacao dos produtos a partir do gel. Para isso, foi utilizado o kit Wizard® Plus
SV Minipreps da Promega® (Promega Corporation, Madison, W.I., U.S.A.) de acordo
com as instruc¢des do fabricante. Resumidamente, o protocolo de purificacdo consiste
de 3 etapas: ligacdo do DNA plasmidial na minicoluna, sucessivas lavagens com o0s
diferentes tampdes incluindo ou ndo etanol em suas composi¢des e com a presenca
de centrifugacdes seguida de eluicdo do material ligado a coluna com 30uL de agua

deionizada livre de nucleases.
2.9. Obtencao de DNA plasmidial pSUMOyp*

Bactérias competentes DH5a contendo a construcdo do vetor plasmidial

PSUMOup1 foram cultivadas em 104mL de meio de cultura LB com 34ug/mL de
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antibiético cloranfenicol e mantidas em estufa sob agitacdo de 167 RPM, a 37°C
durante 16 horas. Em seguida, foi realizado o protocolo de purificagdo plasmidial
acima descrito, em 30uL de agua deionizada e livre de nucleases. Para confirmacao

da integridade do DNA plasmidial utilizou-se a visualizacdo em gel de agarose.
2.10. Clivagem e Purificagéo da Construcdo do Vetor pSUMOvyip:

O vetor pPSUMOuIp1 obtido acima descrito foi incubado as enzimas de restricdo
Xhol, Hindlll (1U de enzima para cada 1ug de DNA), seguindo o protocolo descrito
para a obtencdo da CRISP1. Em seguida, o material da digestdo foi purificado como
descrito no item 2.8. obtendo um volume de 30 uL de vetor em agua deionizada e livre

de nucleases.
2.11. Reacdo de Ligase e Transformacdo em bactérias competentes

A reacdo de ligacdo do inserto-CRISP1 com o vetor-pSUMOup! foi efetuada
utilizando uma unidade de T4 DNA Ligase Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA), tampdo de ligase proprio da enzima e agua
deionizada e livre de nucleases para o ajuste do volume, como recomendacédo do
fabricante (proporcao de 3 de inserto para 1 de vetor).

Apbs incubacao de 72 horas, uma aliquota de 2 pL foi, entdo utilizada para
transformar bactérias E. coli DH5a quimicamente competentes. Para tanto, o
microtubo contendo as bactérias e o inserto+vetor foi colocado em banho a seco na
temperatura de 42°C por 45 segundos, seguido de repouso em gelo por 2 minutos.
Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB para as bactérias se recuperarem, sendo
incubadas a 37°C com 450 rpm de agitacdo por 30 minutos. A cultura de bactérias foi
centrifugada a 10.000 rpm por 1 minuto e ressuspensa em 200 pyL de meio LB, e
adicionadas a placa LB agar contendo 34 ug/mL de cloranfenicol e incubadas por 16
horas a 37°C.

2.12. Screening de coldnias e PCR

Apos a incubacéo da placa em meio agar, foi realizado o screening das colbnias
crescidas e portanto, contendo o CRISP1-pSUMOup!. Pode-se verificar a presenca de

16 coldnias de CRISP1, as quais foram coletadas com ponteiras (100 pulL) estéreis e
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inoculadas em 20 pL de meio LB contendo 34 pg/mL de cloranfenicol e incubadas a
37°C, com agitacao de 250 rpm, por 2 horas.

Apos este periodo, 3 L de cada cultura foram utilizados para analise por PCR.
Para isso, para cada amostra de cultura em um volume final de 20uL foram
acrescentados: 0,4 mM dNTP; 0,6 mM MgClz; 1,0 uL primer pSUMO2segfsumo; 1,0
pL primer DuetDown; 0,1 pL taq DNA polimerase e H20 tridestilada) e realizada a
reacao de PCR usando a seguinte ciclagem: 94°C, por 3 minutos; 35 repeticbes 94°C
por 45 segundos, 55°C por 3 segundos; 72°C, por 90 segundos; 72°C, por 10 minutos;
4°C~, Como controle negativo, uma reacgéo idéntica foi realizada onde os 3 L de
cultura foram substituidos por agua. Os produtos de reacao de PCR foram analisados
em gel de agarose a 1%. As colbnias positivas e visivelmente amplificadas foram
selecionadas e tiveram seus plasmideos extraidos e as construcdes foram

confirmadas por sequenciamento.
2.13. Sequenciamento das construcdes clonadas

ApoOs cada etapa de clonagem, as construcdes obtidas foram submetidas ao
sequenciamento utilizando-se o kit ABI Prism® Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) o qual combina a
AmpliTag® DNA Polimerase, terminadores BigDye e dNTPs. Para cada reacao de
sequenciamento foi utilizado somente um oligo. Como o sequenciamento geralmente
fornece uma sequéncia de aproximadamente 450 pb, foram utilizados os oligos senso
ou antisenso correspondentes a regido a ser sequenciada. Esta etapa do trabalho foi
realizada no Laboratério do Genoma Humano da Universidade de Sdo Paulo. Os
resultados das sequéncias foram analisados e alinhados utilizando o programa
DnaStar SegqMan™II.

2.14. Obtencao de Plasmideo das amostras Amplificadas

Apoés a confirmacédo no gel de agarose da presenca das amplificacbes da
pPSUMOup!-CRISP nas col6nias de bactérias, foram coletados 15uL de cada cultura e
estes foram inoculados em 15mL de meio de cultura LB contendo 15uL do antibiético
cloranfenicol. Em seguida, essas culturas foram mantidas em estufa a 37°C, sob
agitacdo de 167 rpm durante 16 horas. Apos a incubagéo, as culturas foram coletadas
e realizada a purificacdo do DNA recombinante conforme metodologia ja descrita.
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Foram utilizados 3uL do DNA para transformacdo de bactérias E. coli DH5a
quimicamente competentes e foram adicionadas a placa LB agar contendo 34 pg/mL
de cloranfenicol e incubadas por 16 horas a 37°C. Apés a clonagem a construcéo foi
denominada pSUMOuip1-CRISP.

2.15. Expresséo da proteina recombinante em E. coli

Para a expressao da proteina recombinante foi utilizada a cepa de E. coli BL21
Star™(DE3). Para isso, a bactéria BL21Star(DE3) foi preparada para torna-se
competente pelo método do cloreto de célcio. Em seguida, o inserto contendo a
CRISP1 foi utilizado para transformar as bactérias por meio de choque térmico e, ao
final as bactérias foram plaqueadas em LB-agar contendo 34 ug/mL de cloranfenicol
e incubadas por 16 horas a 37° C. Depois uma coldnia selecionada foi inoculada em
200 mL de meio LB com 34 ug/mL de cloranfenicol, e incubada a 37°C com agitacéo
de 190 rpm também por 16 horas.

No dia seguinte, uma aliquota da cultura (diluicdo 1:70) foi adicionada em meio
LB com a mesma concentracdo de antibiotico. A cultura foi incubada a 30°C sob
agitacao de 170 rpm até atingir a fase logaritmica de crescimento exponencial (DOsoo=
0,5 a 0,6). ApoOs atingir a densidade 6tica esperada, foi adicionado 1 mM de IPTG a
cultura seguida de incubacéo por 4h a 30 °C. O volume de cultura foi centrifugado a
10.000 xg sob a temperatura de 4°C por 30 minutos. O sobrenadante descartado e o

sedimento bacteriano armazenado a -20°C.
2.16. Purificac&o pelo cromatografo AKTA start

A purificacdo da proteina recombinante foi realizada por cromatografia de
afinidade a Niquel-sepharose em sistema AKTA start, de acordo com o protocolo do
fabricante e seguindo os seguintes parametros: Limite de pressao 5 bar em todos os
ciclos, carregamento da amostra a 0,2 mL/min, lavagem de coluna a 2mL por minuto.
A agua e solucbes foram filtrados e esterilizados. Para o protocolo de purificacéo
foram utilizadas as seguintes solucfes: solucdo de ligacdo (fosfato de s6dio 20 mM,
500 mM cloreto de sédio, pH 7,5) e solucéo de eluigéo (fosfato de sédio 20 mM, cloreto
de sddio 500 mM, imidazol 500 mM pH 7,5). Fracdes e picos ainda foram identificados

através da absorcdo de UV, também parametros como condutividade e pressao
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puderam ser observados. As fracdes de 2 mL do pico de elui¢cdo foram recolhidas para

posterior analise.

2.17. Processo de renaturacdo da CRISP1 recombinante purificada em

condi¢des desnaturantes

Apos a purificacdo da CRISP em condi¢des desnaturantes utilizando 6M de
ureia, a proteina recombinante foi submetida a dialise em tampao TBS (Tris 20 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5) contendo 3 mM de DTT (Dithiothreitol) com diminuicéo

sucessiva da concentracao de ureia no tampéo TBS de acordo com o descrito abaixo:

Primeira didlise com concentracédo de 4M de ureia por 6 horas
Segunda dialise com concentracdo de 2M de ureia por 12 horas
Terceira didlise com concentracdo de 1M de ureia por 6 horas

Quarta dialise com concentracéo de 0,5M de ureia por 6 horas

YV V V VY V

Quinta didlise em tampé&o TBS sem ureia por 6 horas

O sobrenadante e o precipitado, apds a Ultima dialise, foram coletados e

analisados em gel de SDS-PAGE 12,5% em condicfes redutoras.
2.18. Analise por immunoblotting

Amostras da proteina recombinante e uma proteina nao relacionada (controle
positivo proteina verde fluorescente-EGFP) foram submetidas a eletroforese em gel
de SDS-PAGE em condic¢des redutoras. Posteriormente, o gel foi submetido a uma
corrente constante de 200 mA durante 2 horas para realizar a transferéncia das
proteinas para membranas de nitrocelulose utilizando o Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell (BioRad®).

ApoGs a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram coradas com
Ponceau S (Merk®) (diluido 1:20) para verificar a eficiéncia da transferéncia. Para
retirar o corante, as membranas foram lavadas com TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,5) até completa remogdo do mesmo. Posteriormente, as membranas foram
incubadas sob agitacdo por 2 horas a 4 °C com solucéo bloqueadora (Tris/NaCl, pH
7,5 contendo 5% de leite em pé desnatado) e entdo lavadas com TBS contendo 0,05%
de Tween 20. Subsequentemente as membranas foram incubadas por 2 horas em

tampao de incubacdo (Tris/NaCl, pH 7,5 contendo 5% de leite desnatado) com
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anticorpo monoclonal anti-histidina Sigma-Aldrich em uma diluicdo de 1/1000. Apos
esse periodo, as membranas foram lavadas 3 vezes por 15 minutos com TBS—Tween
e incubadas por 2 horas com o0 conjugado imunoenzimatico Sigma-Aldrich (anti-IgG
de camundongo marcados com peroxidase) na diluicdo 1/3000 em tampao de
incubacédo. O excesso do conjugado foi, entdo removido por um novo ciclo de lavagens
e 0s componentes antigénicos foram revelados pela adicdo do cromogeno 4-cloro-1la-
naftol 0,05% (p/v) em Metanol 15% (v/v) em presenca de 0,03% de H202 (v/v). A

reacao foi interrompida por sucessivas lavagens com agua corrente.

3. Resultados e Discussao

Como ja sabido, as CRISP constituem uma familia de proteinas amplamente
distribuidas em diferentes tecidos animais, como do trato reprodutivo masculino de
mamiferos, venenos de repteis e venenos de caramujos marinhos. Descritas dentre
0S mais importantes alérgenos do veneno de vespas e formigas-fogo (Solenopsis.
spp.) (Hoffman, 2006), proteinas e peptideos ricos em cisteinas sao responsaveis pela
manifestacdo do quadro alérgico no envenenamento causado por esses animais, esta
caracteristica alérgica também € descrita nos acidentes por centopeias, portanto
podem ter correlacdo com a presenca de CRISPs em seu veneno (Hakim et al., 2015).
Estudos recentes relataram em seus dados transcriptomicos a presenca de CRISPs
na glandula de veneno de centopeias, assim como também em venenos de aranhas
como as, Phoneutria nigriventer e P. keyserlingi e as Grammostola iheringi e
Acanthoscurria natalensis, conhecidas popularmente como aranhas armadeiras e
aranhas caranguejeiras, respectivamente (Borges et al., 2016; Diniz et al., 2018; Barth
etal., 2019). As CRISPs, apesar de ja serem descritas em artrépodes, ainda ndo foram
isoladas e ndo possuem suas atividades biol6gicas descritas. Dessa forma, a fim de
contribuir para o conhecimento cientifico académico que temos a respeito do veneno
dos animais da classe Chilopoda, neste trabalho isolamos a sequéncia de uma CRISP
de C. iheringi a partir da glandula de veneno deste artrOopode, realizamos sua
clonagem e expressao em sistema bacteriano.

Para obtencdo da sequencia primaria desta toxina foi realizada uma busca de

sua sequéncia no transcriptoma da centopeia, o cDNA obtido foi otimizado para
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expressdo em bactéria previamente clonado no vetor pET39b. No entanto, apds o
processo de expressédo, ndo foi possivel obter a proteina na forma soltvel (dados ndo
apresentados). Devido a caracteristicas de elevada complexidade estrutural,
tentativas anteriores de produzir CRISPs funcionais recombinantes tém sido
desafiadoras. Esta limitacdo provavelmente estd ligada a dificuldade com que os
residuos de cisteina tém de formar pontes dissulfeto em modelos de producéo de
proteina heterdloga, uma vez que estas pontes se formam a partir da reducao das
cadeias laterais dos aminoacidos cisteina. InUmeras tentativas foram feitas para
expressar e purificar proteinas usando sistemas heter6logos de expressao
bacterianos e mamiferos (Gibbs et al., 2006; Gibbs et al., 2011; Volpert et al., 2014).
No entanto, eles resultaram na producdo de baixos rendimentos proteicos, proteina
recombinante desdobrada e proteinas presas em corpos de inclusdo insolaveis
(Derman et al., 1993; Gaiakwad et al., 2020). Portanto, para continuidade do trabalho,
iniciamos uma nova estratégia de subclonagem com o vetor pSUMOuip1 (Shimokawa-
Falcdo et al., 2017), onde a proteina de fusdo SUMO esté presente e muitos trabalhos
indicam que o uso desta proteina colabora para a solubilizacdo de proteinas de dificil
expressao.

Desta maneira, a sequéncia da CRISP foi inserida no vetor pSUMOuip1 € uma
aliquota do produto de ligacdo foi trasformado em bactérias DH5a quimicamente
competentes por meio de choque térmico, e foram plagueadas para selecdo de clones
positivos. Apés analise por PCR, clones positivos foram selecionados e clivados com
as enzimas Hind Ill e Xho | para verificar sua correta inser¢édo nos sitios de clonagem
(Figura 2). Posteriormente o clone também foi submetido a sequenciamento para
assegurar que a construcdo estava correta. A nova construcdo foi denominada
PSUMOuip1-CRISP.
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Figura 2. A) Confirmacgdo da clonagem através do gel de agarose e as enzimas de restrigdo clivando o vetor
pSUMOuip1 para liberacéo do inserto CRISP. Os nimeros do lado esquerdo correspondem a posi¢do do marcador
de massas molecular (M) em kDa. (1) vetor pSUMOuip1 clivado com as enzimas Xho | e BamHI para liberacdo do
inserto da CRISP indicado pela seta na altura de 771pb.

Com éxito na clonagem, iniciamos a etapa de expressdo da proteina
recombinante, para tanto uma aliquota da construcdo pSUMOup1 — CRISP foi
transformada em cepas de E. coli, BL21 star (DE3). ApOs varios testes com
temperaturas distintas, verificamos que a temperatura de 30°C foi a ideal para a
expressdo da proteina recombinante. Para verificar a presenca da proteina
recombinante, uma aliquota da cultura antes e apds a indu¢cdo com 1mM de IPTG foi
retirada para avaliacao por eletroforese em gel de SDS. Como pode ser observado na
Figura 3, linha 2, na altura esperada de 30kDa, h4 uma banda correspondente a
expressado da proteina recombinante apds 4h de inducéo.

Para confirmar que a expressao se tratava da CRISP, esta foi submetida a um
Western blotting com revelagao utilizando o anticorpo anti-His que detecta a presenca

da cauda de histidina presente por¢cao C-terminal da CRISP (Fig. 3B)
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Figura 3. A) Andlise da expressédo da CRISP por gel SDS-PAGE 13,5% em condi¢des redutoras corado com
Comassie blue, onde é possivel observar a expressao CRISP (seta) expressa em E. coli BL21 Star™ (DE3). Os
nameros do lado esquerdo correspondem a posicdo do marcador de massas molecular (M). (1) e (2):
correspondem a aliquota da bactéria BL21 Star™ (DE3) antes e depois da indugéo por IPTG respectivamente; (3):
purificacdo e didlise das proteinas CRISP, na altura esperada de 30 kDa. (B) Western blot da proteina CRISP
utilizando o anticorpo anti-His. (M) representa o marcador de massas molecular. (1) corresponde a proteina CRISP
indicada com a seta e (2) corresponde a controle positivo, proteina verde fluorescente-EGPFP.

Com o uso do plasmideo pSUMOwuip1, @ toxina, além de ter sido expressa em
fusdo com a SUMO, apresenta uma cauda de 6 histidinas em sua porcéo C-terminal,
tornando possivel sua purificagdo através da ligacdo com uma resina de matriz de
niquel utilizando o aparelho AKTA start. A eluicdo da proteina foi feita com
concentragdes crescentes de imidazol e ap0s a purificacdo realizamos a dialise contra
PBS. Obtivemos a proteina purificada conforme observado na Figura 3 (coluna 3), que
apresentou um rendimento de 300 pg/L. Como grande parte da proteina apresentava-
se insoluvel (corpusculo de inclusdo), tentamos melhorar o rendimento através de
solubilizacéo do corpusculo com 6M de ureia, com posterior refolding por dialise, mas
o procedimento néao foi eficaz (dados nao mostrados).

Considerando o potencial alergénico da CRISP e o papel crucial dos mastocitos

como um elemento desencadeador do edema, como proxima etapa para avaliar a
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atividade da CRISP recombinante obtida, iremos avaliar a capacidade da proteina

recombinante de induzir a desgranulacdo de mastécitos em modelo in vitro.
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4. Concluséo

Neste trabalho foram obtidas com sucesso a clonagem e expressao da proteina
CRISP presente no transcriptoma da glandula de C.iheringi. A obtencao desta toxina
na forma recombinante, devido a limitada quantidade de veneno para sua purificacéo,
ird auxiliar na determinacdo da atividade desta toxina presente no veneno, o que
poderd contribuir para um melhor tratamento dos acidentados ou exploragédo

biotecnoldgica desta toxina.
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