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RENATURACAO EM ALTAS PRESSOES HIDROSTATICAS DE PROTEINAS
RECOMBINANTES AGREGADAS EM CORPOS DE INCLUSAO PRODUZIDOS
EM ESCHERICHIA Coli

Keli Nunes Balduino
1. Resumo

A expressao de proteinas na forma de corpos de inclusdo em bactérias é
uma alternativa muito interessante para obtencéo de proteinas recombinantes. No
entanto, a agregacdo é uma dificuldade frequentemente encontrada durante a
renaturacdo dessas proteinas. Altas pressdes hidrostaticas sdo capazes de
solubilizar os corpos de inclusdo na presenca de baixas concentracbes de
reagentes desnaturantes, favorecendo a renaturacao protéica com alto rendimento
e reducdo de custos. O presente trabalho tem como objetivo a renaturacdo de
proteinas recombinantes expressas em Escherichia coli sob a forma de corpos de
inclusdo usando altas pressdes hidrostaticas. Trés toxinas, todas apresentando
cinco ou mais pontes dissulfidicas foram estudadas: NXH8, Naterina 2 e
Bothropstoxina 1. Suspensdes dos corpos de inclusdo das trés proteinas foram
pressurizadas em 2000 bares de pressdo durante 16 horas. Os tampdes de
renaturacdo foram otimizados para as trés proteinas. O tampéao utilizado no
processo de renaturacdo da NXH8 foi Tris HCI 50 mM, pH 9,0 com propor¢céo de
1GSH:4GSSG em concentracdo de 6 mM e 2 M GdnHCI. Foram utilizados corpos
de inclusédo em D.O.(Asoonm) de 0,5. ApGs o processo de renaturacao foi realizada
dialise em pH 7,0. O rendimento final de recuperacdo de NXH8 soltvel foi de 40%,
sendo obtidos 28,6 mg/L de meio de cultura. A renaturacdo de Bothropstoxina 1
foi obtida em tampéo de renaturacdo Tris HClI 50 mM pH 7,5 na proporcéo de 2
GSH:3 GSSG em concentragdo de 3 mM e 1 M GdnHCI. Utilizamos uma



suspensdo com D.O.(Asoorm) de 0,5. O rendimento final de recuperacdo de
Bothropstoxina 1 renaturada foi de 32 %, obtendo-se 9,2 mg/L de meio de cultura.
A renaturacdo de Naterina 2 foi obtida em tampé&o de renaturacdo com 20 mM de
Tris HCI pH 9,0 na proporgéo de 2 GSH:3 GSSG e concentracdo de 10 mMe 1 M
GdnHCI e corpos de inclusdo na D.O. (Asoonm) de 6,0. Foram obtidas 3,7 mg de
Nateria 2 renaturada /L de meio de cultura (20% de recuperacdo a partir dos
corpos de inclusédo). O rendimento da Naterina 2 renaturada foi de 20 %. Para a
analise e a comprovacdo da eficacia do processo de renaturacdo sob pressao
foram utilizadas as técnicas de SDS-PAGE, western blot, microscopia eletrénica
de varredura, ensaios bioldgicos in vivo e in vitro e estruturais. As analises fisico-
guimicas realizadas em NXH8 ndo mostraram nenhuma comprovacao da sua
renaturagdo. O ensaio in vivo realizado com a Naterina 2 mostrou uma leve
atividade de contracdo de vénulas, indicando que ela esteja em sua conformacéo
correta. Os ensaios in vitro com a Bothropstoxina 1 mostraram uma atividade

citotoxica dose-dependente em células musculares.



REFOLDING IN HIGH HIDROSTATIC PRESSURE OF RECOMBINANT
PROTEINS FROM INCLUSION BODIES IN ESCHERICHIA Coli

Keli Nunes Balduino

2. Abstract

The expression of proteins as inclusion bodies in bacteria is a widely used
alternative for production of recombinante protein. However, the aggregation is a
problem often encountered during refolding of these proteins. High hydrostatic
pressure are able to solubilize the inclusion bodies in the presence of low
concentrations of denaturant reagents, encouraging refolding protein with high
efficiency and reduce costs. This work aims to refolding of recombinant proteins
expressed in Escherichia coli from inclusion bodies using high hydrostatic
pressure. Three toxins, all featuring five or more disulfide bonds were studied:
NXH8, Natterin 2 and Bothropstoxin 1. Suspensions of inclusion bodies of the
three proteins were pressurized to 2000 bars for 16 hours. The buffers were
optimized for refolding of the three proteins. The buffer used in the refolding of
NXH8 was 50 mM Tris HCIl, pH 9.0 with proportion of 1GSH: 4GSSG at a
concentration of 6 mM and 2 M GdnHCI. Inclusion bodies were used in O.D.
(Asoonm) Of 0.5. After refolding process, dialysis was performed at pH 7.0. The final
yield of obtaining soluble NXH8 was 40% (28,6 mg of soluble NXHS8/L of culture
medium). The refolding of Bothropstoxin 1 was obtained in refolding buffer of Tris
HCI 50 mM, pH 7,5 with proportion of 2 GSH: GSSG 3 and concentration of 3 mM
and 1 M GdnHCI. Use with a suspension of O.D. (Asoonm) Of 0.5. The final yield of
recovery of Bothropstoxin 1 refolded was 32% (9,2 mg of refolded Bothropstoxin
1/L of culture medium). The refolding of Natterin 2 was performed in the refolding
buffer: 20 mM Tris HCI pH 9.0 at a ratio of 2 GSH: 3GSSG and concentration of 10
mM and 1 M GdnHCI and inclusion bodies O.D. (Asoonm) Of 6.0. The vyield of



Natterin 2 refolded was 20% (3,7 mg/L of culture medium). Physico-chemical and
biological analysis were performed by SDS-PAGE, western blot, scanning electron
microscopy, biological tests in vivo and in vitro and structural. The analysis
conducted in NXH8 did not show any evidence of refolding. An activity of
contraction of venules was show by the in vivo test indicating a correct
conformation of Natterin 2. Tests in vitro with Bothropstoxin 1 showed a dose-

dependent cytotoxic activity in muscle cells.
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3. Introducéo

A expressao de proteinas em microrganimos transformados tem sido uma
técnica fundamental no desenvolvimento da pesquisa biolégica moderna
(Qoronfleh e cols., 2007). Ha um grande nimero de opc¢bes de microorganismos
hospedeiros para expressdo de proteinas, entre eles, a bactéria E. coli € a mais
conveniente e frequentemente utilizada (Arakawa e cols., 2003) por ter sido o
microorganismo mais estudado e por razbes de velocidade de multiplicacdo
celular e simplicidade (Middelberg, 2002). No entanto, a expressdo em E. coli
frequentemente leva a producéo de proteinas agregadas e insolUveis expressas
em corpos de inclusdo (Lefebvre e cols.,2004) no citoplasma bacteriano (Clark,
2001) e representa um sério obstaculo para a producédo eficiente de proteinas
recombinantes (St John e coals., 1999).

Corpos de inclusdo sdo agregados densos de polipeptideos sem
conformacéo ou com conformacgédo parcial. Eles sdo formados intracelularmente
pela agregacdo caracteristica de proteinas e pela incapacidade das células
hospedeiras em produzir polipeptidios sollveis e em sua conformacado correta
(Bowden e cols., 1991; Middelberg, 2002). Além disso, a maquinaria das células
procaridticas é incapaz de processar os altos niveis de expressdo que ocorrem
durante a producao de proteinas recombinantes tipicas, resultando na formacao
de corpos de inclusdo. Sua formacdo é comum, frequentemente inevitavel
(Qoronfleh e cols., 2007) e pode ser considerada como um equilibrio dinamico
entre a adicdo e remocdo de proteinas dos agregados em sua conformacdo
parcial, com o equilibrio geralmente tendendo para o estado insollivel. A
agregacdo é determinada pela acdo conjunta dos sistemas de processamento
celular e do equilibrio termodindamico que causa a auto-associacdo dos

polipeptidios. Corpos de inclusdo estdo normalmente localizados no citoplasma,



embora as proteinas secretadas também possam formar corpos de inclusdo no
espaco periplasmico bacteriano.

Apesar da producéo de corpos de incluséo ser, de modo geral, considerada
indesejavel, sua formacédo pode ser vantajosa. Entre os beneficios estdo: altos
niveis de expressao, chegando a mais de 30 % do total de proteinas celulares em
alguns casos, baixo custo, expressdao e homogeneidade da proteina alvo,
resisténcia proteolitica e como resultado, baixos niveis de degradacdo das
proteinas expressas. Se a proteina de interesse for téxica para a célula
hospedeira, entdo, a expressdo em corpos de inclusdo pode ser a Unica
alternativa viavel (Clark, 2001; Singh e Panda, 2005). Além disso, o isolamento e a
possibilidade de purificacdo para obtencdo de corpos de inclusdo com menos
contaminantes bacterianos a partir das células hospedeiras é bastante simples,
devido a diferenca de densidade, quando comparada com a maior parte dos
contaminantes celulares (Singh e Panda, 2005). Claramente, essas propriedades
somente podem ser consideradas beneficios se as proteinas de interesse
puderem ser renaturadas para obter proteinas nativas com altos rendimentos
(Qoronfleh e cols., 2007).

Ha trés passos importantes na recuperacdo de proteinas nativas a partir de
corpos de inclusdo: isolamento e lavagem dos corpos de inclusdo; solubilizacédo
dos agregados e renaturacdo das proteinas solubilizadas (Clark, 2001;
Middelberg, 2002). Embora a eficiéncia dos dois primeiros passos normalmente
seja alta, a eficiéncia da renaturacdo pode ser limitada pelo acimulo proteinas
nao nativas, bem como de agregados (Clark, 2001).

O método mais comum para o isolamento dos corpos de incluséo envolve a
ruptura celular quimica ou mecéanica (Rudolph e Lilie, 1996), seguida por
centrifugacao diferencial para separar os corpos de inclusdo densos e insollveis
dos componentes bacterianos de membrana e contaminantes sollGveis. Existem
evidéncias de que a alta concentracao de contaminantes presentes na preparacao
dos corpos de inclusdo pode diminuir significativamente o rendimento de
renaturacao das proteinas recombinantes (Middelberg, 2002).

A producéo de proteinas recombinantes a partir de corpos de inclusao é
frequentemente dificultada pela agregacdo de proteinas, o qual compete com a
propria renaturacdo e leva a baixa producdo de proteinas biologicamente

funcionais. O correto enovelamento envolve reacgBes intramoleculares n&o



covalentes e é necessario para o funcionamento das funcbes bioldgicas das
proteinas, enquanto a agregacdo € uma reacao intermolecular (Desai e cols.,
2006).

Corpos de inclusdo devem ser solubilizados e renaturados a fim de adquirir
uma conformacdo nativa. Infelizmente ndo h4 um método de renaturacdo ou
tampao Unico para todas as proteinas. A renaturacdo de corpos de inclusédo
frequentemente requer um extensivo processo de tentativa e erro (Arakawa e
cols., 2003).

Os processos classicos de renaturacéo de proteinas a partir de agregados
em corpos de inclusdo utilizam agentes desnaturantes quimicos fortes em altas
concentracdes, 0 que resulta em uma desnaturacdo completa das moléculas de
proteina. Os agentes mais comumente utilizados para solubilizacdo dos corpos de
inclusdo ou proteinas agregadas s&o hidrocloreto de guanidina (GdnHCI) e uréia
(Clark, 2001). Uréia e GdnHCI levam a formacéo de estruturas protéicas flexiveis
e desordenadas. Quando niveis elevados destes agentes desnaturantes séo
utilizados, a solubilizagdo pode ser completa com a total perda de estrutura da
proteina e pela ruptura de interacdes intramoleculares. Para proteinas com
aminoacidos cisteina, pontes dissulfidicas nativas podem se formar mesmo na
conformacdo incorreta, na presenca de desnaturantes. Detergentes i6nicos
também foram descritos para a solubilizacdo de agregados por serem fortes
dispersores com formacao de estruturas monomoleculares devido a forte repulsao
eletrostatica do complexo detergente-proteina, o qual pode assumir estrutura
secundaria ndo nativa (Arakawa e cols., 2003).

Uma vez sollveis e desnaturadas, as proteinas sdo primeiramente diluidas
e entdo renaturadas pela remocdo do agente caotrépico por dialise, diluicdo
adicional ou ainda outro processo. O passo de renaturagdo, no entanto, é dificil e
depende fortemente das condicBes de renaturacdo. Por exemplo, condi¢cbes de
par redox, pH, taxas de dialise e concentracéo protéica devem ser empiricamente
otimizados para cada proteina. Além disso, a agregacdo geralmente é favorecida
sobre a renaturacdo em concentracdes protéicas altas. Entéo, para se estabelecer
condicdes que levem a rendimentos aceitaveis de proteinas renaturadas
freqlientemente se utiliza concentragdes protéicas muito baixas (10 a 100 pg/ml)
para que a retirada do agente caotropico possa ocorrer sem reagregacao (Clark,

1998; Vincentelli e cols., 2004). Frequentemente, ap0s pesquisa extensiva, 0s



rendimentos de renaturacdo continuam muito baixos. Além disso, baixas
concentracdes de proteina necessdrias para obtencdo de rendimentos de
renaturacdo aceitaveis levam a grandes volumes de processamento e requerem
grandes quantidades de agentes caotrGpicos corrosivos e toxicos com altos custos
de aquisicdo e descarte (Clark, 2001).

Os agregados nos corpos de inclusao contém altos niveis de estrutura de
folhas beta intermoleculares ndo nativas. As unidades de polipeptideos nos
agregados podem ser mantidas juntas por uma variedade de forgcas como ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofébicas e eletrostaticas (Lefebvre e coals., 2004). O
citoplasma bacteriano € um meio redutor e devido a este fato quando as proteinas
agregam em corpos de inclusdo, as pontes dissulfeto potenciais permanecem
como cisteinas livres. Quando os corpos de inclusdo sao extraidos e purificados
das células, as cisteinas sdo oxidadas, formando pontes dissulfeto inter e
intramoleculares (Rudolph e Lilie, 1996; Clark, 2001; Singh e Panda, 2005;
Qoronfleh e cols., 2007).

As proteinas em corpos de inclusdao sdo constituidas de moléculas,
densamente empacotadas compostas de intermediarios de proteinas com
conformacéo parcial e sdo compostos principalmente de agregados de tipos
simples de polipeptideos (Speed e cols., 1996). J4 foi comprovada a presenca de
estruturas secundarias nativas em proteinas nos corpos de inclusédo (Bowden e
cols., 1991; Ami e cols., 2006). Além disso, dados recentes indicam a presenca de
certa porcentagem de proteinas apresentando estruturas terciarias com
conformacdo nativa, concomitantemente com intermediarios de conformacao
inadequada (De Groot e Ventura, 2006; Garcia-Fruitos e cols., 2007), fato de
grande importancia para a producdo de proteinas recombinantes, pois € uma
indicacdo de que as proteinas podem ser liberadas dos corpos de inclusdo em um
estado funcional, desde que se utilizem condi¢cdes que desarranjem a rede de
contatos inter-moleculares que promovem a estabilidade dos corpos de inclusdo
sem desnaturarem as estruturas nativas que estdo embebidas nestes agregados.
Ja foi demonstrado também que a solubilizacdo das proteinas em condicbes
brandas que possibilitem a manutencdo das estruturas secundaria e terciaria,
favorece a obtencdo de estruturas nativas em comparacdo com a solubilizagdo
utilizando altas concentracbes de agentes desnaturantes, no qual as proteinas

perdem completamente a sua conformacao (Patra e cols., 2000).



A pressdo é um parametro fisico que modula interagbes proteina-solvente
através de mudanca de volumes, pois, sob pressao, a derivada da diferenca de
energia livre de Gibbs entre dois estados é igual a diferenca do volume parcial
entre os respectivos estados (Zipp e Kauzmann, 1973; Silva e Weber, 1993).
Entdo, pelo principio de Le Chatelier, a aplicacdo de alta pressdo hidrostatica
desloca o equilibrio para estados de menor volume. Em solu¢des aquosas de
proteinas, a perda de cavidades intra e intermoleculares, a hidratacdo de residuos
hidrofébicos e a eletroestricéo atribuidas a residuos carregados reduzem o volume
do sistema. Assim, estados protéicos contendo espacos de cavidades minimos,
estados com maior exposicao de grupos hidrofébicos ao solvente e estados mais
altamente ionizados séo favorecidos em altas pressdes (Gross e Jaenicke, 1994;
Mozhaev e cols., 1996; Randolph e cols., 2002; Cordeiro e cols., 2004; Seefeldt e
cols., 2004). Em contraste, a mudanca de volume associada com a formacdo de
pontes de hidrogénio é aproximadamente zero, o que faz com que estas ligacdes
sejam insensiveis a acao da pressédo (Silva e Weber, 1993; Cordeiro e cols.,
2004). Conseqluentemente a pressao afeta o equilibrio de espécies
conformacionais de proteinas entre o estado nativo e desnaturado, bem como
formas monomeéricas, oligoméricas e agregados (Paladini e Weber, 1981; Cordeiro
e cols., 2004). As proteinas agregadas em corpos de inclusdo possuem maior
volume do que quando na conformacgdo nativa devido a presenca de cavidades
intermoleculares nao expostas a agua. As proteinas na sua conformacéo nativa
por sua vez possuem maiores volumes do que suas estruturas desnaturadas
devido a presenca de cavidades intramoleculares. Conseglientemente o
tratamento sob pressdo modula a dissociacdo de agregados. Pressdes
moderadas (1000-3000 bar) séo frequentemente efetivas para a dissociagédo de
agregados, enquanto pressfes maiores (acima de 3000 bar) s&o tipicamente
requeridas para a desnaturacéo de proteinas (Zipp e Kauzmann, 1973; Randolph
e cols., 2002; Cordeiro e cols., 2004; Kim e cols., 2006). Para facilitar a quebra
das pontes de hidrogénio entre proteinas nos agregados, a temperatura pode ser
elevada nas amostras sob pressdo e/ou baixas concentracfes, néo
desnaturantes, de agentes caotrépicos como GdnHCI podem ser incluidos nas
solucBes protéicas. A alta pressdo também ndo quebra pontes dissulfidicas que
fazem ligacdes cruzadas covalentes entre agregados de proteinas. Nos casos de

polipeptidios contendo aminoacidos cisteina, um par oxido-redutor pode ser



incluido nas solugdes de pressurizacdo de modo a facilitar a quebra das ligacdes
dissulfidicas intermoleculares e formacdo de pontes dissulfidicas nativas. Apos a
desagregacéao induzida por pressao, a quebra e formacao de pontes dissulfidicas
sao necessarias para permitir a formacéo de moléculas com as menores energias
livres. E importante notar que quando as proteinas estdo enoveladas em seus
estados nativos as pontes dissulfidicas se tornam inacessiveis a reagentes redox
exogenos (St John e cols., 2002).

Desagregacdao e renaturacdo sob alta pressdo é um método
fundamentalmente diferente de obtencdo de proteinas nativas a partir de
agregados insolUveis ndo nativos, quando comparada aos métodos tradicionais
utiizando-se altas concentragcbes de agentes caotropicos. Altas pressdes
dissociam agregados de proteinas sob condigcbes sub-desnaturantes, que
favorecem a manutencdo das estruturas nativas. Isto permite o inicio da
renaturagdo a partir de estruturas com menor grau de perturbacédo do que aquelas
induzidas por altas concentracfes de agentes caotrépicos. Assim, foi demonstrado
gue a pressdo pode induzir a separagdo dos agregados e que o subsequente
passo de enovelamento pode ser favorecido ainda sob condi¢cdo de alta pressao
(St John e cols.,, 2001). Em contraste, no caso da utilizacdo das técnicas
tradicionais, quando a concentracdo de agente caotrépico € reduzida, ambas as
pontes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas nao nativas se tornam favorecidas,
geralmente resultando em reagregacédo. Por causa dessas propriedades a alta
pressdo € uma ferramenta Util para dissociacdo de agregados protéicos em
proteinas nativas em uma Unica etapa, facilitando a preparacao de proteinas para
estudos estruturais e funcionais e também para aplicagbes em indistria
biotecnolégica (Kim e cols., 2006).

Estudos recentes tém mostrado que pressdes hidrostaticas moderadas
(1000-3000 bar) sdo uma alternativa atrativa as técnicas tradicionais de
desnaturacéo e diluicdo, tanto em termos de rendimentos quanto de simplicidade
no processo e potencial para aumentar rendimentos de proteinas com
conformacdo nativa e atividade biolégica a partir de agregados. Por exemplo, em
estudos que utilizaram agregados de hormdnio de crescimento recombinante e de
lisozima induzidos in vitro por estresse como altas temperaturas e agitagéo, o
processo de renaturacdo em alta pressao hidrostatica levou a altos rendimentos (>

90 %) de proteinas nativas, mesmo utilizando-se altas concentracdes protéicas



(Gorovits e Horowitz, 1998; Foguel e cols., 1999; St John e cols., 1999; St John e
cols., 2001; St John e cols., 2002; Lefebvre e cols., 2004; Seefeldt e cols., 2004;
Kim e cols., 2006).

Pelo que é de nosso conhecimento, somente quatro publicacbes
descreveram processos de renaturacdo de proteinas a partir de corpos de
inclusdo sob alta pressdo e entre elas uma publicagdo do nosso grupo que
realizou a renaturacdo da proteina antiangiogénica endostatina (Chura-Chambi e
cols., 2008). Foram descritos ainda os processos de renaturacdo das proteinas p-
lactamase (St John e cols., 1999) e de membros da familia de receptores
nucleares (Schoner e cols., 2005). A renaturacdo de duas fosfatases humanas,
contendo 6-11 meias cistinas, ou seja, com pelo menos 3 pontes dissulfeto
utilizando-se altas pressfes na presenca de pares redox foi obtida com altos
rendimentos (55% a 78%). Ainda no mesmo artigo foi descrita a renaturacéo de
proteinas de Drosophila melanogaster “Gram-negative bacteria binding proteins”
GNPB1, GNPB2 e GNPB3 (Lee € cols., 2006).

Devido ao fato de que cada proteina apresenta caracteristicas bioquimicas
Unicas, as condi¢cbes para melhorar o rendimento de recuperacao de cada uma
delas é diferente e pode ser identificado sistematicamente usando reagentes
especificos. A adicdo de pequenas moléculas (co-solutos) ao tampdo de
renaturacdo para auxiliar na solubilizacao, facilitar o enovelamento das proteinas
ou para impedir a agregacdo € amplamente descrita para as técnicas de
renaturacéo convencionais (Clark, 1998), mas também ja foram descritas para as
técnicas de renaturacdo sob pressao (Lee e cols., 2006). Co-solutos podem ser
classificados em dois grupos: 1) aqueles que auxiliam na renaturacdo por
aumentarem as ligacdes intra-proteina, e 2) o grupo de supressores de
agregacdo, que agem reduzindo a interacdo entre cadeias laterais das proteinas
(Tsumoto e cols., 2003; Bajorunaite e cols., 2007). Surfactantes como Triton X-
100, Tween 20 e surfaina minimizam as interacdes hidrofébicas proteina/proteina,
gue podem levar a agregacao, além de poderem aumentar a sua estabilidade
(Arakawa e Timasheff, 1982; Tsumoto e cols., 2004; Kim e cols., 2006). Estes
reagentes podem acelerar a formacéo de uma estrutura compacta mas impedir o
rearranjo estrutural. H4 a formacdo do complexo proteina/surfactantes, e o
rearranjo estrutural € acompanhado pela dissociacédo do complexo e redistribuicdo

da molécula de surfactante da parte ndo exposta para a parte exposta da



molécula de proteina, sendo assim, eles aceleram a formacdo do centro
hidrofébico. A estabilidade da proteina pode ser aumentada pela interacao
hidrofobica das moléculas surfactantes com residuos de aminoéacidos hidrofébicos
localizados na superficie da molécula. A hidrofobicidade do surfactante afeta o
enovelamento das proteinas. Surfactantes com hidrofobicidade média aumentam
a taxa de enovelamento e renaturacdo em diferentes concentracdes e os de alta
hidrofobicidade podem sob certas condi¢des reduzir a taxa de renaturacéo (Lu e
cols., 2007).

Sacarose, glicose, glicerol e PEG estabilizam as proteinas deslocando o
equilibrio para o estado mais compacto, como no estado nativo. Sais como NaCl
elevam a forca ibnica do meio, e sua presenca pode ser favoravel para o caso de
proteinas que sao sensiveis a baixa forca ibnica (Arakawa e Timasheff, 1982;
Tsumoto e cols.,, 2004; Kim e cols.,, 2006). Pequenas moléculas com
caracteristicas polares como agucares, polidis, certos sais como sulfato de ambnia
e cloreto de magnésio e certos aminoacidos como glicina e alanina podem ser
utilizadas como aditivos, e também podem aumentar a estabilidade das proteinas
durante a renaturagéo (Lee e Timasheff, 1981; Arakawa e Timasheff, 1982, 1982,
1983, 1985; Kopito, 1999; Ohnishi e cols., 1999; Bourot e cols., 2000).

Aminoacidos como L-arginina séo classificados tanto como supressores de
agregacdo como agentes solubilizantes (Arakawa e Timasheff, 1982; Tsumoto e
cols., 2004; Kim e cols., 2006). Tsumoto e cols, (2004), sugerem que a interacdo
entre 0s grupos guanidina das cadeias laterais da arginina e dos triptofanos
podem ser responsaveis pela supressao de agregacao pela arginina. A utilizacao
de arginina pode se mostrar efetiva, ndo somente na fase inicial da diluicdo mas
também ao longo do processo de renaturacao (Bajorunaite e cols., 2007).

O pH do tampéo de renaturagdo influencia na carga, estabilidade e
solubilidade da proteina, na cinética da formacao de pontes dissulfeto e pode
alterar a reagregacdo de intermediarios durante a renaturacao (Pace e cols.,
1990). Em geral, para minimizar a agregacdo durante a renaturacdo, o pH da
solucdo deve estar entre 1 e 2 unidades de pH abaixo ou acima do ponto
isoeléltrico da proteina. Se a proteina contém pontes dissulfeto, o pH 6timo
recomendado para renaturacdo sdo os alcalinos, entre 7,5 a 10, e devem estar
distantes do ponto isoelétrico, favorecendo a formacdo das pontes dissulfidicas

intramoleculares (Pace e cols., 1990; Qoronfleh e cols., 2007).



A concentracao protéica inicial também pode afetar o rendimento final da
renaturacéo. Na maioria das vezes, quanto mais concentrados estédo os corpos de
inclusdo, menor o rendimento de renaturacdo, pois maior a probabilidade de
interacdo entre moléculas de proteina , formando os agregados (Ersoy e cols.,
2009).

Dentre os fatores que podem dificultar a renaturacéo de proteinas esta a
presenca de pontes dissulfeto. Quanto maior o nimero de pontes dissulfeto, maior
devera ser a dificuldade de renaturacdo de uma proteina, devido a formacédo de
pontes intermoleculares, 0 que leva a agregacao e também devido a maiores
dificuldades na formacéo de ligagbes dissulfeto intramoleculares nativas (St John
e cols., 2002).

Formacdo e dissociacdo reversiveis de pontes dissulfeto sdo facilitadas
pelo uso de par redox como glutationas. In vitro a razdo apropriada de cada um
dos agentes oxidante ou redutor do par redox e sua concentracdo pode variar
para cada proteina. No caso da auséncia de pontes dissulfeto na proteina nativa,
agentes redutores podem ser adicionados para prevenir a formacéo de pontes ndo

nativas durante o enovelamento (Gilbert, 1995; De Bernardez Clark e cols., 1998).

3.1 NXH8

A NXH8 estudada no presente trabalho é uma sequéncia de cDNA
traduzida da toxina encontrada no veneno da cobra coral brasileira Micrurus
corallinus. Ela possui 0 mesmo padrao estrutural observado na familia das toxinas
de trés algas, formadas por 5 folhas B pregueadas anti-paralelas que emergem de
um centro globular no qual quatro pontes dissulfeto invariaveis estéo localizadas
(Low e cols., 1976; Zinn-Justin e cols., 1992). Esta proteina tem uma massa
molecular tedrica de 7.839 Da, que é semelhante ao apresentado pelas demais
toxinas de trés alcas da mesma familia e um pl de 7,8. A quinta ponte dissulfeto é
localizada na ponta da primeira al¢ca, uma caracteristica de varios homdélogos de
alfa-neurotoxinas longas de serpentes do género Bungarus e de neurotoxinas
fracas de serpente do género Naja (Prieto, 2002). N&o sdo observadas o-hélices
nesta familia de toxinas. As toxinas de serpente com esse padrdo estrutural

apresentam inUmeras atividades téxicas diferentes.



Toxinas de cobras com estrutura de trés alcas sédo usualmente classificadas
como toxinas de cadeias curtas, que possuem aproximadamente 60 residuos e
quatro pontes dissulfeto. As toxinas de trés alcas incluem as toxinas
curaremiméticas (Drevet e cols., 1997; Ricciardi e cols., 2000).

Estudos detalhados realizados sobre estruturas individuais de toxinas de
trés alcas revelam que elas exibem diferencas marcantes de outras toxinas,
indicando que sua conformacéo pode na verdade acomodar algumas variagbes
(Ricciardi e cols., 2000).

A atividade bioldgica da NXH8 ainda nao foi descrita.

Na figura 1 podemos observar um esquema da estrutura terciaria de NXH8.

Modelo tedrico (1txa) da estrutura tridimensional da proteina NXH8 mostrando as folhas
beta representadas em amarelo, e as pontes dissulfidicas representadas em verde. O modelo
acima foi gerado a partir do programa PyMOL (Delano, 2002)

3.2 Naterina 2

Naterina 2 € uma toxina encontrada no veneno do peixe Thalassoprine
nattereri, de nome popular niquim, tem peso molecular de 41.327 Da, um pl de 8,9
e possui 12 cisteinas, que formam 6 pontes dissulfeto. Pelo que é de nosso
conhecimento ainda ndo ha informacbes disponiveis sobre as estruturas
secundarias e terciarias dessa toxina. E uma proteina pertencente a uma classe

de cininogenases (serino endopeptidases), que apresenta estrutura primaria



completamente diferente das proteinas pertencentes as familias ja descritas.
Quando isolada do veneno produz uma nocicepcdo (elevagédo da percepgéo de
dor) e edema. A atividade de cininogenase das Naterinas tem similaridade com as
proprias cininogenases ou outras serino-proteases (Magalhéaes e cols., 2005).

A Naterina 2 apresenta uma extensdo carboxi-terminal de 20 residuos de
aminoacidos que inclui uma regido -catidnica-hidrofébica, podendo exercer
toxicidade direta, o que explica o papel citotoxico do veneno total de
Thalassoprine nattereri para os mioblastos, plaquetas e células endoteliais
(Magalhées e cols., 2005).

3.3 Bothropstoxina 1

O veneno de numerosas espécies de cobras contém algumas miotoxinas,
muitas delas séo proteinas basicas como é o caso das fosfolipases A2 (PLA2)
(Rosemberg e cols, 1990). As fosfolipases (PLA) apresentam uma vastissima
ocorréncia e podem ser divididas em diferentes grupos (Ownby, 1998), elas se
caracterizam pela grande quantidade de pontes S-S, variando de 5 a 7 (Giotto,
1996, Carredano e cols., 1998), peso molecular em torno de 14.000 Daltons e
dependéncia de calcio (John e cols, 1996) para a atividade catalitica. A
Bothropstoxina 1 tem grande homologia com fosfolipases A2, apresentando
13.700 Da e 121 aminoacidos isolada do veneno de B. jararacussu, seu Pl é de
8,2 e possui 7 pontes dissulfeto. Sua estrutura secundaria é formada basicamente
por alfa-hélices (Cintra e cols., 2001). Na figura 2 podemos observar um esquema
da estrutura terciaria de Bothropstoxina 1.

A perda da atividade catalitica da Bothropstoxina 1 é causada por uma
mutacao na qual o acido aspartico da posicao 49 foi substituido por uma Lisina,
resultando na incapacidade de ligar o calcio no sitio ativo (Cintra e cols., 1993,
Francis e cols., 1991), impossibilitando a orientacdo correta do substrato e a
consequente transferéncia de hidrogénio da molécula de agua para o acido graxo
da posicdo sn2 do fosfolipideo (Giotto, 1996). Apesar de desprovidas de atividade
catalitica, as fosfolipases A, Lys 49 séo altamente miotéxicas. O seu mecanismo
de acdo, assim como o fator responsavel pela sua especificidade tecidual ainda

ndo estdo bem claros. Alguns autores sugerem tratar-se de um novo tipo de



mecanismo citolitico baseado na acilagdo autocatalitica da toxina (Pedersen,
1995).
De acordo com dados cristalograficos (Giotto, 1996), a Bothropstoxina-1
ocorre na forma de um homodimero.
Na figura 2 podemos observar um esquema da estrutura quaternaria de

Bothropstoxina 1, na forma de homodimero.

Modelo tedrico (2H8I1txa) da estrutura tridimensional da molécula ativa de Bothropstoxina
1 mostrando as folhas beta representadas em azul e pontes dissulfidicas representadas em rosa e
alfa-hélices representadas em laranja. O modelo acima foi gerado a partir do programa PyMOL
(Delano, 2002)

3.4 Técnicas espectroscopicas

Toda técnica espectroscépica baseia-se na deteccdo e analise de um feixe
de radiacdo eletromagnética vinda da amostra do material que esta sendo
investigado. Essa radiagdo pode ser parte de um feixe que incidiu sobre a amostra
e foi parcialmente atenuado (espectroscopia de absor¢cdo ou transmissdo); pode
ser um feixe que apds incidir sobre a amostra foi espalhado ou difratado
(espalhamento); pode ainda ter se originado na prépria amostra como resultado
de diferentes processos (espectroscopia de emisséo) (Ito, 2004). Um conjunto de
elementos estruturais secundarios define a estrutura de proteinas. Analises
experimentais de uma conformacdo prevista podem ser feitas pela medida de
elementos estruturais secundarios dos quais a estrutura € composta (Pelton e
McLean, 2000). O conhecimento de estruturas de proteinas é fundamental para

nosso conhecimento sobre sua funcéo (Yu, 1994).



A obtencao de grande quantidade de proteinas nativas de interesse médico
e comercial até entdo de dificil producdo pode garantir o desenvolvimento de
novos produtos, bem como se tornar um novo mercado a ser explorado. A
obtencao de proteinas renaturadas em sua conformacao nativa a partir de corpos

de inclusdo com a utilizacdo de altas pressdes hidrostaticas € uma ferramenta

para este fim que tem que ser explorada, mas antes de tudo bem conhecida.



4 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo a otimizagdo das condi¢cbes de
renaturacdo de trés toxinas agregadas, apresentando no minimo 5 pontes
dissulfidicas, através da aplicacao de altas press6es hidrostaticas, bem como a
realizacdo de analises fisico-quimica ou de atividade bioldégica das proteinas

submetidas ao processo de renaturacao.



5 Material e Métodos

5.1 Material

5.1.1 Equipamentos

Aparelho Mili-Q Plus, purificador de agua em sistema MIlliQ (18Q) Milipore,
Belford, MA, E.U.A.

Autoclave modelo 415 FANEM, Sao Paulo, Brasil

Banho Maria FANEM Modelo 100

Banho Maria Type 16500 Dry-Bath, Thermolyne, lowa, E.U.A.
Balanca analitica AW 220, Shimadzu, Japéo

Balanca de precisdo P1200, Metter, Sdo Paulo, Brasil

Camara de Neubauer Tiefe, Loptik Labor, Basel, Suica

Camera fotografica Axion — cam IcC1- Zeiss, E.U.A.

Centrifuga LS3-Plus, CELM, Sao Paulo, Brasil

Centrifuga 5810R, Eppendorf, Alemanha

Centrifuga Sorvall Speed RC2-B, E.U.A.

Eletro-porador Invitrogen, Sao Paulo, Brasil.

Estufa para cultura bacteriana Quimis, Diadema, Brasil.

Estufa de CO2 para cultura celular 3158 Farma Scientific, Ohio, E.U.A.
Filmes radiograficos, Kodak Dental, Canada

Fluxo laminar 2256, Trox, Curitiba, Brasil.

Freezer -80 °C, AL880 E, American Lab, Sao Paulo, Brasil.
GradFrag Pharmacia

Incubadora refrigerada com agitacéo TE 421 Tecnal

Leitor de Elisa Molecular Devices SpectraMax 190, Sunnyvale, EUA.
Leitor DO. Ultrospec 10 Amersham Bioscience, EUA



Microondas LG, Brasil

Microscopio 6ptico Axio Imager Al, Carl Zeiss, E.U.A.

Microscopio invertido TMS, Nikon, Japéo

Microscopio eletrdnico de varredura Phillipis, modelo XL30, Holanda

Prensa Isostéatica HIP, Pensilvania, EUA

Seladora a vacuo TecMaq TM 150, Séo Paulo, Brasil

Sistema de Eletroforese vertical, SE250, Hoefer, Pharmacia Biotech, San
Francisco, EUA.

Sistema de estocagem de criotubos em nitrogénio Liquido, Thermolyne, Dubuque,
IA, EUA.

Sonicador Sonifier Cell Disruptor, Canada
5.1.2 Reagentes e solucfes

Acrilamida, BioAgency

Agar, BD

Ampicilina, Bayer

Anestésico Ketamina, doacéo

Antibidticos e antimicéticos, Gibco, Life Technologies, Grand Island, N.Y., E.U.A.
Bicarbonato de Sodio, Gibco BRL, Gathesburg, M.D., E.U.A.
Bis-acrilamida, BioAgency

CaCl2, doacéo

Casaaminoacidos, BD

Clorafenicol, Sigma, C0378

Comassie Blue G-250

Deoxicolato de sddio, Sigma, D6750

DTT, Sigma, D5545.

EDTA, doacéo

Extrato de levedura, Acumedia

Fosfato de Sodio, doacéo

Glicerol, Serva

Glicose, Casa Americana

Glutationas reduzida e oxidada, Sigma, G6529/G4376
Guanidina, Sigma, G4630

Imidazol, USB Corporation



Isopropil, B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), Sigma, 15502
Kanamicina, USB

Kit quimioluminescéncia para revelacao de Western blotting ECL+Plus, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK.

K2S04 doacéo

[-Arginina, Merk

Leite em p6 desnatado e liofilizado, Molico, Sdo Paulo, Brasil
Lisozima, Sigma, L6876

L-Glutamina, Sigma.

Meio DMEM, Gibco

MgSO4, doacéo

NaCl, Vetec

NiSO4, GEHealthcare

Padréo de peso molecular, Sigma, M3913

PEG 600, doacéo

Relaxante muscular Xilasina, doacéo

Sacarose, Ecebra

Solucdo fixadora Kodak Dental, Canada

Solucéo Reveladora Kodak Dental, Canada
Soroalbumina bovina, Sigma, A3294

Sorofetal bovino, Vitrocell

Surfaina, doacao

Triptona, Difco

Tris, Amersham Bioscience

Triton X-100 doacéo

Tween-20 Aldrich

Uréia, Poliscience
5.1.3 Linhagem bacteriana

A linhagem de Escherichia coli BL21(DE3): hsdS Gal (Aclts857 ind1 Sam7

nin5 lac UV5-T7-gene 1) foi usada para expressao das trés proteinas.



5.1.4 Linhagem de células eucariotas

A linhagem celular C2C12 foi produzida por H. Blam e cols. a partir de

mioblastos de camundongos.



5.2 Métodos

5.2.1 Transformacéo e expresséao

O gene da Naterina 2 foi inserido em um plasmideo pAE utilizado para a
expressdo em E. coli BL21 (DE3)StarPlys, (Magalh&es). O gene bothropstoxinal
foi inserida em um plasmideo pet 24a+, e a expressao foi realizada em cepas de
E. coli BL21 DE3 (Spencer e cols., 2000). Para a expressédo de NXH8 foi utilizado
o plasmideo pRSETC-nxh8M em células de E. coli BL21 (DE3). O codon iniciador
€ seguido de um fragmento codificante para 10 aminoacidos da proteina do
capsideo do gene 10 do fago T7, do fragmento codificante da cauda de 6 residuos
de histidina, da sequencia codificante para o sitio de clivagem pela
enteroquinase e do cDNA da parte madura do homélogo da neurotoxina. (Prieto,
2002).

As cepas BL21(DE3) de E. coli foram transformadas por eletroporacédo e
em seguida inoculadas em meio Agar LB (10 g de triptona/L, 5 g de extrato de
levedura/lL, 10 g de NaCl/L e 15 g agar/L), contendo o antibidtico adequado (tabela
1). As culturas foram mantidas em estufa por 16 horas a 37 °C. Col6nias foram
aleatoriamente escolhidas e repicadas em 15 mL de meio LB e mantidas em
incubadora a 37 °C com agitacao de 150 rpm. Este volume foi entdo diluido em
250 mL de meio de cultura rico 2HKIlI (20 g de triptona/L, 10 g de extrato de
leveduras/L, 4 g de casaminoacidos/L, 0,8 g de MgSQ.J/L, 0,08 g de CaCl,/L 3,1 g
KoSO4/L e 380 uL de solugdo tracos de metais/L), em frascos de 1000 mL,
contendo antibiético e mantidas a 200 rpm a 37 °C até atingirem a D.O. de 3,0
(leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 600 nm). As culturas
foram entdo ativadas pela adi¢cdo de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG)
em concentracao final de 0,5 mM e mantidas as mesmas temperatura e rotacao

por mais 16 horas.



A amostra para controle negativo de atividade bioldgica da Naterina 2
consistiu em extratos de bactérias que continham o plasmideo mas néo o gene da

Naterina 2, tratadas do mesmo modo que as bactérias expressando esta proteina.

Tabela 1: antibi6ticos usados

Proteina Antibidtico

Bothropstoxina 2 Kanamicina (50 pg/ml)

Naterina 2 Ampicilina (100 pg/ml) e Clorafenicol (50 pg/ml)
NXH8 Ampicilina (100 pg/ml)

5.2.2 Lavagem dos corpos de incluséo

A suspensao bactérias foi centrifugada a 2.500 g por 15 min, sendo
descartado o sobrenadante. O precipitado insollvel foi ressuspenso em tampao
adequado para cada proteina (tabela 2) contendo lisozima em uma concentracdo
final de 50 pg/mL. A suspensédo foi incubada em temperatura ambiente por 30
minutos e em seguida foi sonicada por 5 periodos de 30 segundos com intervalos
de 30 segundos a 60 Hz em banho de gelo. A suspensdo foi novamente
centrifugada a 10.000 g por 15 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
insolavel ressuspenso em tampdo de lavagem adequado para cada proteina
(tabela 2). A suspenséao foi sonicada para que houvesse uma homogenizacdo da
suspensao de corpos de inclusdo e o procedimento de lavagem dos corpos de
inclusdo foi repetido 5X com todas as proteinas.

Apés o término das lavagens, os corpos de inclusdo foram ressuspensos
em tampdao de renaturacdo, também adequados para cada proteina (tabela 2) e

armazenados a -20 °C.



Tabela 2: Solu¢des-tampao utilizadas para renaturacao das trés proteinas.

Tampéo de Tampéo de lavagem Tampéo de Tampdao de
Lise renaturacdao didlise
NXH8 Tris HCI 50 mM  Tris HCI 50 mM Tris HCI 50  Tris HCI
pH 9,0 + 50 pH 9,0 mM + 50 mM
pg/mL + 3M uréia + 0,1% 1mMEDTA pH7,0
lisozima deoxicolato de sédio
Naterina 2 Tris HCI 20 mM  Tris HCl 20 mM Tris HCI 20  Tris HCI
pH 8,0 + 50 pH 8,0 mM+1ImM 20 mM
pg/mL + 3M uréia + 0,1% EDTA pH 8,0
de lisozima deoxicolato de sédio
Bothrops  Tris HCI 50 mM  Tris HCI 50 mM Tris HCI 50  Tris HCI
toxina 2 pH 7,5 pH 7,5 mM + 1mM 50 mM
2mM EDTA 2mM EDTA 0,1% EDTA pH 7,5
0,1% Triton X-100 + 3 M
Triton X-100 + uréia
50 pg/mL
lisozima

5.2.3 Renaturacgéo

Os corpos de inclusédo lavados foram diluidos em tampé&o de renaturacao,
em diferentes concentracfes de agentes desnaturantes, aditivos, concentracdo de
corpos de inclusdo e pH como indicado nos proximos topicos. As densidades
Opticas (D.O.s) das suspensdes de corpos de inclusdo foram determinadas em
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 600 nm. Amostras de 0,5 mL de
suspensao foram colocadas em saquinhos plasticos que foram selados. Os
saquinhos foram introduzidos em um Unico saco plastico maior, o qual foi selado a
vacuo. Os sacos plasticos foram entdo colocados no vaso de pressao e
submersos em uma mistura de agua e 6leo. Altas pressdes foram aplicadas (2000
bar) por 16 horas. As amostras foram entdo retiradas dos sacos plasticos e
centrifugadas a 12.000 g por 15 min para a remogao de agregados insoltveis. Os

sobrenadantes foram dializado contra o tamp&o respectivo (tabela 2) e



centrifugado novamente para a remocao de agregados insolUveis. Posteriormente

as fracdes sollveis foram analisadas por SDS-PAGE.
5.2.4. Concentracdes de agentes solubilizantes

O hidrocloreto de guanidina (GdnHCI) foi utilizado como agente
solubilizante, em concentracdes que variaram entre 0 e 6 M.

Os reagentes glutationas oxidada e reduzida foram utilizados como par
oxido/redutor. Foi variada tanto a concentragcéo final, entre 0 a 20 mM dos dois
reagentes, quanto a propor¢cédo de cada um, sendo estas de: 1:9; 1:4; 2:3; 1:2; 1.1;
2:1;3:2;4:1; e, 9:1.

5.2.5 Aditivos, pH e D.Os. dos corpos de incluséo

Os aditivos testados foram: NaCL (0,15 M), L-Arg (0,5 M), Triton X-100 (0,5
mM), Glicerol (2,5 M), Glicose (4 M), Sacarose (1 M), PEG 6000 (0,1 %), Surfaina
(1 % e 0,1 %), e Tween 20 (1 mM), nos tamp8es de renaturagdo adequados para
cada uma das trés toxinas.

Os pHs do tampéo de cada condicdo de renaturacdo estdo indicados na
tabela 3.

Tabela 3: pHs dos tamp0des de renaturagéo variando de acordo com o Pl de cada

proteina
Proteina PI Variacéo de pH no tampéo de renaturacéo
Bothropstoxinal 8,2 55a9,0
Naterina 2 8,51 55a9,0
NXH8 7,8 5,5a9,0

Foram também utilizadas diferentes D.O. (Asoo nm) dos corpos de incluséao
em solucéo de renaturacéo. As D.O.s testadas foram: 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14;
16; 18; e, 20.

5.2.6 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi feita para observar se a

forma dos corpos de inclusdo foi modificada durante o processo de renaturacdo, o



gue indicaria se eles foram solubilizados durante a pressurizacdo e reagregaram
ao voltar a pressao atmosférica. Foram feitas MEV dos corpos de inclusdo antes
da pressurizacdo, do precipitado apds a pressurizacdo e do precipitado formado
durante a didlise. Os precipitados foram lavados com agua destilada para que
fosse retirada todo o Tris da solucéo tampéo, pois este reagente forma cristais que
interfferem na visualizacdo dos agregados. Apds a lavagem das amostras
insoltveis de cada passo da renaturacédo elas foram ressuspensas em 50 a 100
ML de agua e foram aplicadas em porta-amostras para analise em microscopia
eletrénica. Os porta-amostras foram deixados para secar em dessecador e em
seguida foi aplicado banho de ouro. As amostras foram visualisadas e

fotografadas em microscoépio eletrénico de varredura.
5.2.7 Dicroismo circular

As amostras de NXH8 purificadas por IMAC foram dialisadas em tampéo
fosfato de sédio 10 mM pH 9,0. O intervalo de temperatura foi de 20 °C a 100 °C
de 10 em 10 °C. A segquir foi feita mais uma leitura a 20 °C.

O espectro de dicroismo circular foi obtido usando-se um
espectropolarimetro JASCO — J810, com temperatura controlada, usando-se uma
cubeta de 0,1 cm. Os dados da curva de elipticidade foram obtidos pela andlise da

média de cinco medidas.
5.2.8 Fluorescéncia

O espectro de fluorescéncia foi obtido pelo aparelho F4500 Hytachi,
usando-se uma cubeta de 1 cm, com as quatro faces polidas. As amostras foram
diluidas em tamp&o Tris-HCI pH 7,5, 50 mM contendo 0 a 6M de GdnHCI . As
analises foram feitas com excitacdo em 280 nm e leituras em comprimento de
onda de 300 a 400 nm.

5.2.9 SDS-PAGE, quantificacédo de proteinas totais e HPLC

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada com géis
de poliacrilamida em concentragbes de 15 e 12,5 %, dependendo da amostra

analisada. Os géis foram corados com Comassie Blue G-250.



Concentracbes protéicas de amostras foram determinadas pelo método
Bradford 1976, usando-se soroalbumina bovina (SBA) pura como padrdo. Foram
feitas duas curvas de SBA, uma com 8 M de uréia e a outra sem uréia. As
amostras insollveis foram solubilizadas em tamp&o contendo uréia (8M) e lidas na
curva de SBA com uréia. Para as amostras soluveis foi utilizada a curva de SBA
sem uréia. As amostras em volume de 25ul, foram incubadas com 750 pl de
reagente de Bradford por 10 minutos e em seguida foram feitas as leituras em 295
nm em leitor de Elisa.

A cromatografia de exclusdo molecular em HPLC foi realizado utilizando-se
uma coluna Tosohaas (Montgomeryville, PA, USA) G2000 SW (60 cm X 7.5 mm
diametro, particulas de tamanho 10 pym, poros de 125 A) acoplada a uma pré-
coluna SW de 7,5 cm X 7,5 mm de diametro. A fase mével usada foi tampéo
fosfato de sddio 20 mM, pH 7,0 contendo 50 mM de NaCl. As amostras foram

detectadas por absorbancia em UV em um comprimento de onda de 220 nm.

5.2.10 Purificacdo de NXH8 por cromatografia de afinidade por metais
imobilizados.

Amostras renaturadas de NXH8 foram submetidas a purificagdo por IMAC
em coluna HisTrap (GE Healthcare) de 1 mL carregada com Niquel (NiSO4), pré-
lavada com tampéo TrisHCI 50 mM, pH7,5 contendo 0,5M de NaCl. As amostras,
no mesmo tampé&o, foram aplicadas na coluna de purificacdo. A resina foi lavada
com 5 mL do mesmo tampéo contendo 20 mM de imidazol para se retirar ligantes
fracos ou proteinas que nado se ligaram a matriz. A NXH8 foi eluida no mesmo
tampéo contendo 300 mM e 500 mM de imidazol e posteriormente dialisadas em
Tris HCI 50 mM pH 7,5. As amostras resultantes foram submetidas a analise de
Bradford para quantificacdo da proteina e determinacdo da fracdo de interesse. A
amostra foi concentrada por centrifugacdo em filtros com poros apropriados

(centricon) para um volume de 2mL.
5.2.11 Cultura celular

As células C,Cjy, foram acondicionadas em frascos apropriados contendo
meio de congelamento que consiste em 10% de DMSO (Dimetil-Sulféxido
MERCK), 40% de Soro Fetal Bovino (FCS; Sigma F-2442) e 50% de meio RPMI

(1640 Medium - Sigma) em nitrogénio liquido. Uma ampola foi retirada do



nitrogénio liquido e colocada em banho- maria a 37°C por 3 minutos. As células
foram diluidas em 10 ml de meio DMEM e centrifugadas por 5 minutos a 1500
rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas e colocadas
um uma garrafa apropriada para cultura de células aderentes, de 25cm?, onde
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB (soro fetal
bovino) 1% de L-Glutamina, 1% de Gentamicina-Streptomicina, 2 g de bicarbonato
de sédio, em uma atmosfera umedecida em 5% de CO2 a 37° C.

Apbés chegarem a semi-confluéncia, as células foram submetidas a
tripsinizagéo para descolamento. Foram adicionados 1,5 ml de Tripsina 0,5 % e a
garrafa foi incubada por 3 minutos na estufa. Adicionou-se 5 ml de meio DMEM
contendo 10% de SFB na garrafa a fim de inativar a acédo da Tripsina. O contetdo
foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 ml e centrifugado por 5 minutos a
1500 rpm. O precipitado foi ressuspendido em 10 ml de PBS (tampéo fosfato
salina) e as células foram contadas em camara de Neubauer. As células foram
novamente centrifugadas, ressuspendidas em meio DMEM e semeadas em
microplacas de 96 pocos em uma densidade inicial de 1 a 4 x 10* células por poco
em 150 ul do mesmo meio. Quando as células atingiram a semi-confluéncia, apds
3 a 5 dias, o meio foi substituido por meio de diferenciacéo, o qual é constituido de
DMEM suplementado com 1% de Soro Fetal Bovino (Lomonte, 1999). Depois de
4-6 dias de cultura, uma vasta propor¢cdo de miotlbulos multinucleados foi
observada, sendo estas células entdo utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.
Para fins de comparacao, células néo diferenciadas também foram utilizadas para

0 ensaio.
5.2.12 Determinacéo de Desidrogenase lactica (LDH)

A fim de verificarmos a ac&o citotéxica da Bothropstoxina 1 a 3 X 10* de
células musculares murinas (C,C;»), diferenciadas em miotibulos e a mesma
guantidade de células indiferenciadas (mioblastos) foram utilizadas.
Concentragfes de Bothropstoxina 1, variando entre 0 e 40 mg foram aplicados em
em 150 pL e em duplicatas aos pocos da placa de 96 pocos. Para o controle de
lise celular (controle positivo) foi adicionado 0,1% de Triton X-100. A placa foi
incubada por 3 horas e a seguir foi centrifugada. O sobrenadante foi transferido

para outra placa para a realizacdo do teste utilizando o kit LDH Liquiform da



Labtest de determinacédo de LDH, que é liberada das células sob a a¢cédo da toxina.
Foi adicionado 250 pL do substrato (uma proporgéo de 1:4 dos reagentes A e B)
mais 5 YL do sobrenadante celular, segundo protocolo do fabricante. As leituras

foram feitas em leitor de Elisa a 340 nm nos tempos 0, 1, 2 e 3 minutos.

5.2.13 Microscopia intravital
AlteracGes na microcirculacdo e em fibras musculares

Os procedimentos empregados para realizagdo deste ensaio foram
descritos por Baez (1973) e Lomonte e colaboradores (1994). Para a avaliacdo
dos efeitos da naterina 2 na microcirculagdo, camundongos (n = 3) foram injetados
com Xilasina 0,4% e posteriormente anestesiados com Ketamina 0.03%. Em
seguida os animais sofreram manipulacdo cirlrgica na bolsa escrotal para
exposicao do musculo cremaster e foram colocados sobre uma placa dotada de
area transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A placa foi montada sobre o
“charriot” do microscépio 6ptico e 20 uL de controle da cultura de BL21 ou da
amostra foram aplicados topicamente sobre o cremaster. As alteracdes foram
observadas por um periodo de 30 minutos e registradas a cada 5 minutos. Foram
avaliadas alteracfes induzidas pelas amostras nos vasos (arteriolas e vénulas),
rolamento e adesao de leucdcitos, formacao de trombos e alteragées em fibras

musculares.

5.2.14 Western Blotting

A fim de verificarmos a presenca de pontes dissulfidicas na NXH8, foi
realizada a analise por western blotting. Uma eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 15 % foi realizada com 40 pL de amostra sendo
aplicada uma amostra reduzida e outra ndo reduzida com 100 mM de DTT. Ao
final da corrida do gel, foi feita a transferéncia por eletroiluicdo, para uma
membrana de nitrocelulose, pré umedecida com tampéao de transferéncia (0,3 %
glicina, 0,6 % Tris-base, 0,04 % SDS, 20 % metanol), a corrente foi fixada de
acordo com a area de gel (0,85mA por cm2) para a transferéncia total das

proteinas por 1 hora. A membrana foi entdo bloqueada com TBS (Tris HCI pH 7,5



10 mM + 0,9 % NaCl) + 5 % de leite em p6 desnatado e liofilizado molico por 30
minutos e depois lavada com TBS por 5 ciclos de 10 minutos cada sob agitacao.
Foi entdo incubada com anticorpo primario anti NXH8 numa diluicdo 1:200 em T-
TBS (TBS + 0,1 % Tween 20) + 5 % de leite, over night e sob agitagdo. No dia
seguinte, a membrana foi lavada com cinco ciclos de 10 minutos com T-TBS e
incubada com anticorpo secundario anti mouse ligados a peroxidase, por 1 hora e
30 minutos. ApOs este periodo a membrana foi lavada novamente com T-TBS a
reacdo com a peroxidade foi feita com um Kit quimioluminescéncia para revelacéo
de Western blotting (ECL+PIlus).

5.2.15 Tabela de converséo de presséo.

Pressao

Pa kPa  psi kg/cm? bar atm MPa
Pa 1 0.001 1.450x 10> 1.020x 10> 1x10° 9.869x 10> 1x 10

5

kPa 1000 1 0.145 0.01 0.01 0.01 0.001
psi 6.895x 10° 6.895 1 0.07 0.069  0.068 0.007
kg/cm? 9.807 x 10* 98.07 14.22 1 0.981  0.968 0.098
bar 1x10° 100 14.50 1.02 1 0.987 0.1
atm 101.3x 10° 101.3 14.7 1.033 1.013 1 0.101

MPa 1x10° 1000 145 10.2 10 9.869 1




6 Resultados
6.1 NXH8

6.1.1 Determinagéo das condigdes de pressuriza¢éo

As Figuras 1 a 6 mostram géis de eletroforese de poliacrilamida de
sobrenadantes de suspensédo de NXH8 pressurizadas em 2000 bar por 16 horas
em diversas condi¢cbes de tampdo de renaturacdo. ApOs a pressurizacdo as
amostras foram centrifugadas e a seguir dializadas para retirada do GdnHCI. As
figuras 1 e 2 mostram a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos
sobrenadantes das amostras pressurizadas em tamp&o de renaturacdo contendo
diferentes concentracbes e propor¢cdes de glutationas oxidada e reduzida.
Podemos observar que foi obtido melhor rendimento de NXH8 solluvel quando o
par redox na proporcéo de 1 GSH: 4 GSSG (Figura 1, coluna 3) na concentracdo
final de 6mM de (Figura 2, coluna 8) foi utilizado no tampéo de renaturagao.

A Figura 3 mostra que a concentracdo de GdnHCI na qual se obteve maior
concentracao de NXH8 soluvel foi a de 2M (coluna 8). O pH escolhido para a
renaturacéo da NXH9 foi de 9,0 (coluna 3 da Figura 4). A figura 5 demonstra que a
presenca dos aditivos ndo levou a obtencdo de melhores rendimentos de NXH8
solivel. A figura 6 mostra que os rendimentos de NXH8 solluveis foram
proporcionais a diluicdo das amostras e que portanto, a condicio de menor
concentracdo estudada (D.0.=0,5) foi a escolhida (Figura 6, coluna 3). O
rendimento de renaturacéo de NXH8, analisado pelo Bradford, em conjunto com o
SDS-PAGE foi de 40 % (dados ndo mostrados).
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Figura 1: Efeito de diferentes propor¢cdes de glutationas reduzida (GSH): oxidada (GSSG) na
solubilizagdo da proteina NXH8.Andlise por SDS-PAGE nao reduzido da NXH8 soltvel obtida em
tampéo de renaturagdo contendo 1 M de GdnHCI 10 mM de GSH:GSSG. Coluna 1, Marcador de
peso molecular; Coluna 2, corpos de inclusdo de NXH8 (amostra insolivel); Coluna 3, 1 GSH:4
GSSG; Coluna 4, 1 GSH: 2 GSSG; Coluna 5, 1 GSH: 1GSSG; Coluna 6, 2 GSH: 1 GSSG; Coluna
7, 4 GSH:1 GSSG,; Coluna 8, Auséncia de glutationas.
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Figura 2: Efeito de diferentes concentragdes de GSH:GSSG em propor¢éo 1:4 na solubilizagédo da
proteina NXH8. Analise por SDS-PAGE nédo reduzido da NXH8 solavel obtida em tampao de
renaturagéo contendo 1 M de GdnHCI. Coluna 1, Marcador de peso molecular; Coluna 2, Corpos
de inclusdo de NXH8 (amostra insoluvel); Coluna 3, 0 mM de GSH/GSSG; Coluna 4, 0,5 mM de
GSH/GSSG; Coluna 5, 1 mM de GSH/GSSG; Coluna 6, 2 mM de GSH/GSSG; Coluna 7, 4mM de
GSH/GSSG; Coluna 8, 6 mM de GSH/GSSG,; Coluna 9, 10 mM de GSH/GSSG.
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Figura 3: Efeito de diferentes concentrages de GdnHCI na solubilizagdo da proteina NXHS8.
Andlise por SDS-PAGE néo reduzido da NXH8 soltvel obtida em tampé&o de renaturagéo contendo
6 mM na proporcdo de 1 GSH:4 GSSG. Coluna 1, Marcador de peso molecular; Coluna 2, Corpos
de inclusdo (amostra insoltvel); Coluna 3, 0OM GdnHCI; Coluna 4, 0,25 M GdnHCI; Coluna 5, 0,5 M
GdnHCI; Coluna 6, 0,75 M GdnHCI; Coluna 7, 1 M GdnHCI; Coluna 8, 2 M GdnHCI; Coluna 9, 4 M
GdnHCI; Coluna 10, 6M GdnHCI.
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Figura 4: Efeito de pHs na solubilizagéo da proteina NXH8. Andlise por SDS-PAGE néo reduzido

da NXH8 solivel obtida em tamp&do de renaturacdo contendo 6 mM na propor¢cdo de 1 GSH:4

GSSG e 2 M GdnHCI. As amostras foram dializadas em tamp&o pH 7,0. Coluna 1, marcador de

peso molecular; coluna 2, corpos de inclusao (amostra insoltvel); coluna 3; Tris HCI pH 9,0; coluna

4, Tris HCI pH 8,5; Coluna 5, Tris HCI pH 7,5; Coluna 6, Tris HCI pH 6,5; Coluna 7, Tris HCI pH 5,5.
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Figura 5: Efeito da presenca de aditivos na solubilizacdo da proteina NXH8. Andlise por SDS-
PAGE né&o reduzido da NXH8 soluvel obtida em tamp&o de renaturacdo contendo 6 mM na
propor¢cdo de 1 GSH:4 GSSG e 2 M GdnHCI pH 9,0. Coluna 1, Marcador de peso molecular;
Coluna 2, Corpos de incluséo; Coluna 3, Auséncia de aditivos; Coluna 4, NaCl 0,15 M; Coluna 5,
L-Arg 0,5 M; Coluna 6, PEG 6000 0,1 %; Coluna 7, Glicose 1M; Coluna 8, Glicerol 2,5 M; Coluna
9, Sacarose 1 M; Coluna 10, Surfaina 1%; Coluna 11, Surfaina 0,1%; Coluna 12, Tween 20 0,1
mM; Coluna 13, Triton X-100 0,5 mM.
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Figura 6: Efeito de diferentes concentracdes proteicas no rendimento de renaturacdo de NXHS.
Andlise por SDS-PAGE néo reduzido de NXH8 soltvel obtida em tampé&o de renaturagdo contendo
6 mM na propor¢éo de 1 GSH:4 GSSG e 2 M GdnHCI pH 7,0. Colunal) Marker; Coluna 2) Corpos
de inclusdo na concentracdo de 0,5 de D.O.; Coluna 3) 0,5 de D.O.; Coluna 4) 1,0 de D.O.;
Coluna5b) 2,0 de D.O.; Coluna 6) 4,0 de D.O.; Coluna 7) 6,0 de D.O.; e, Coluna 8) 8,0 de D.O



A Figura 7 mostra fotografias em microscopia eletrbnica de varredura dos
corpos de inclusdo (Figura 7A), da fracdo insollvel dos corpos de inclusédo de
NXH8 pressurizados (Figura 7B) e também dos agregados formados apds dialise
da fracao solluvel (Figura 7C). Nesta figura pode-se observar que os agregados
formados apds a pressurizacdo possuem morfologia muito diferente daquela dos
corpos de inclusédo, indicando que houve a solubilizacdo desses agregados

durante a pressurizacéo e que provavelmente ocorreu a reagregacao no retorno a

pressao atmosférica.

Figura 7: Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) das diferentes fases do processo de

renaturagdo. A, corpos de inclusdo antes da pressurizacdo; B, corpos de inclusdo apoés a
pressurizagdo; C, agregados formados apds a dialise.

6.1.2 Condicéo final

A Figura 8 mostra um gel de eletroforese de todas as fases da obtencéo de
NXH8 soluvel. Conforme se pode observar na coluna 8 desta figura, a amostra
mantida em pressao atmosférica ndo foi renaturada. O rendimento de renaturacao
da NXH8 foi de 40% de NXH8 soluvel a partir de proteina agregada nos corpos de

inclusdo, tendo sido obtidos 28,6 mg de NXH8 soluvel/L de cultura bacteriana.
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Figura 8: Gel de eletroforese com todas as fases da renaturagdo. Andlise por SDS-PAGE néo
reduzido de NXH8 soluvel obtida em tamp&o de renaturagdo contendo 6 mM de GSH e GSSG na
proporgdo de 1 GSH:4 GSSG, 2 M GdnHCI, renaturagcao em pH 9,0 e didlise em pH 7,0 e corpos
de inclusdo na D.O. 0,5, com um rendimento de 40 %. Coluna 1, marcador de peso molecular;
Coluna 2, bactéria total antes da ativagdo com IPTG; Coluna 3, bactéria total apés a ativacdo com
IPTG; Coluna 4, amostra insolivel ap6s pressurizagao; Coluna 5, amostra insolGvel formada apés



dialise; Coluna 6, Corpos de inclusdo antes da pressurizacdo; Coluna 7, amostra pressurizada e
dialisada; Coluna 8, amostra mantida em presséo atmosférica apos dialise.

A purificacdo por IMAC se mostrou eficiente para o isolamento de NXH8
dos contaminantes, conforme se pode observar na Figura 9. As bandas de peso
molecular maior do que 14 KDa que podemos observar na coluna 2 da Figura 9,
correspondem as massas moleculares esperadas para dimeros e trimeros desta
proteina. A proteina NXH8 se mostrou estavel durante etapas de congelamento,

descongelamento e purificacdo, ndo mostrando sinais de agregacéo.
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Figura 9: gel de Eletroforese das amostras purificadas por IMAC. Coluna 1, marcador de peso

molecular; Coluna 2, corpos de incluséo; Coluna 3, amostra purificada, eluida com 300 mM de
imidazol.

Pela analise da NXH8, purificada por IMAC, em coluna de exclusédo
molecular em HPLC (Figura 9) pode-se verificar um Unico pico em um tempo de
retencdo esperado (19,64 minutos) para a massa molecular da NXH8. Como
controle foi feita no mesmo dia uma corrida de uma proteina (hormoénio de
crescimento humano) globular com um peso molecular um pouco maior (de 22
KDa) do que a NXH8 e que apresentou um tempo de retencdo de 17,6 minutos,
corroborando a suposicdo de que o pico de 19,6 minutos corresponde a forma

monomeérica de NXHS8.
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Figura 9: Anélise de NXH8 purificada por IMAC, mostrando o tempo de retengédo de 19,4 minutos,
gue corresponde com o esperado para o peso molecular da NXH8.



As analises por espectroscopia de dicroismo circular da NXH8 (Figura 10)
em diferentes temperaturas mostraram um perfil de proteina desestruturada.
Houve uma mudanca no perfil com o aumento de temperatura pode ser uma

indicacéo de que NXH8 possui alguma conformacao estrutural.
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Figura 10: Dicroismo circular com aumento de temperatura.

A NXH8 possui 1 residuo de Triptofano. As analises de fluorescéncia
intrinseca do triptofano da NXH8 (figura 11 e Tabela 4), realizadas com excitacao
em 280 nm mostram um leve deslocamento para o vermelho (comprimento de
onda maior) com o aumento da concentracdo de uréia, o que indica uma maior
exposicdo dos triptofanos, indicando que houve perda de estrutura com a

elevacdo da concentracdo do agente desnaturante.
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Figura 11: Florescéncia intrinseca da NXH8 incubada com diferentes concentra¢des de uréia.
Excitagéo em 280 nm.

Tabela 4: Condi¢bes de analise de fluorescéncia intrinseca de NXH8

Tampéo Pico maximo de fluorescéncia (Comprimento de onda (nm)
Sem uréia 344,8 nm

2M uréia 347,2 nm

AM uréia 348,8 nm

6M uréia 349 nm

8M uréia 349,4 nm

Para verificar se havia a formacdo de pontes dissulfidicas formadas na
NXH8, foi realizado um western blot de amostras reduzidas e ndo reduzidas. Pela
analise (Figura 12), podemos verificar que houve deslocamento da banda de
NXH8 na amostra reduzida em comparacdo com a amostra ndo reduzida,
indicando a presenca de pontes dissulfeto na proteina renaturada sob pressédo. A
banda de menor peso molecular da coluna 2 pode ser um produto de degradacéo
da NXH8. As bandas observadas na coluna 1, acima da correspondente a NXH8,

provavelmente sao seus respectivos dimeros e trimeros.
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Figura 12: Analise por Western blot da NXH8. O anticorpo utilizado foi o anti-NXH8 produzido em
camundongos. O segundo anticorpo foi 0 anti-lgG de camundongo produzido em coelho. Coluna 1,
NXH8 soltvel ndo reduzida; coluna 2, NXH8 sollvel reduzida.

6.2 Naterina 2

6.2.1 Determinagé&o das condigdes de pressuriza¢éo

As Figuras 13 a 19 mostram géis de eletroforese de poliacrilamida de
amostras de Naterina 2 pressurizadas em 2000 bar por 16 horas em diversas
condi¢cdes de tampéao de renaturacdo. ApOs a pressurizacdo as amostras foram
centrifugadas e a seguir dialisadas para retirada do GdnHCI. Nas figuras 13 e 14
podemos observar que foi obtido melhor rendimento de Naterina 2 solavel quando
foi utilizado o par redox no tampédo de renaturacdo na proporcdo de 2 GSH: 3
GSSG (Figura 13, coluna 6) na concentracéo total de 10 mM de (Figura 14 ,
coluna 9).

A Figura 15 mostra que a concentracdo de GdnHCI na qual se obteve maior
concentracao de Naterina 2 soltvel foi a de 1 M (coluna 6). A figura 16 demonstra
gue a presenca do aditivo PEG levou a obtencdo de melhores rendimentos de
Naterina 2 solGvel (coluna 7). Embora a presenca do detergente surfaina também
tenha favorecido a solubilizag&o da Naterina 2 (coluna 8), optamos por nao utilizar
este reagente devido ao fato de ser relatada na literatura a dificuldade de retirada
deste tipo de reagente (Clark, 1998). O pH de renaturacdo escolhido foi o de 9,0
(coluna 9 da Figura 17). A figura 18 mostra que os rendimentos de Naterina 2
sollveis com relagdo a concentracdo da suspensdo de corpos de incluséo, ndo
interferiu significativamente no rendimento da renaturacdo, no intervalo de D.O.
testado.

O rendimento final da renaturacéo de Naterina 2 foi de 20 %.
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Figura 13: Efeito de diferentes propor¢des de glutationas oxidada: reduzida na solubilizagdo da
proteina Naterina 2. Andlise por SDS-PAGE néo reduzido da Naterina 2 soluvel obtida em tamp&o
de renaturagdo contendo 2 M de GdnHCI e concentracédo de glutationas oxidada e reduzida de 10
mM e pH 8. Coluna 1, Marcador de peso molecular; Coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra
insoltvel); Coluna 3, Cultura bacteriana total,a antes da ativagdo com IPTG; Coluna 4, GSH 1:9
GSSG; Coluna 5, GSH 1:4 GSSG; Coluna 6, GSH 2:3 GSSG; Coluna 7, GSH 1:2 GSSG; Coluna 8,
GSH 1:1 GSSG; Coluna 9, GSH 2:1 GSSG; Coluna 10, GSH 3:2 GSSG; Coluna 11, GSH4:1
GSSG; Coluna 12, GSH 9:1 GSSG
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Figura 14: Efeito de diferentes concentra¢des finais de glutationas oxidada: reduzida em
propor¢do 2:3 na solubilizagéo da proteina Naterina 2. Andlise por SDS-PAGE néo reduzido da
Naterina 2 solivel obtida em tamp&o de renaturagdo contendo 2 M de GdnHCI e pH 8. Coluna 1,
Marcador de peso molecular; Coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra insoltvel); Coluna 3, cultura
bacteriana total, antes da ativagdo com IPTG; Coluna 4, 0 mM de GSH/GSSG; Coluna 5, 0,7 mM
de GSH/GSSG; Coluna 6, 1,5 mM de GSH/GSSG; Coluna 7, 3 mM de GSH/GSSG; Coluna 8, 6
mM de GSH/GSSG; Coluna 9, 10 mM de GSH/GSSG; Coluna 10, 20 mM de GSH/GSSG.
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Figura 15: Efeito de diferentes concentracdes finais GAnHCI na solubilizag&o da proteina Naterina
2. Andlise por SDS-PAGE néo reduzido da Naterina 2 soluvel obtida em tampé&o de renaturagdo
contendo 10 mM na propor¢do de 2 GSH:3 GSSG e pH 8. Coluna 1 Marcador de peso molecular;
coluna 2, 0 M GdnHCI; coluna 3, 0,25 M GdnHCI; coluna 4, 0,5 M GdnHCI; coluna 5, 0,75 M

i



GdnHCI; coluna 6, 1 M GdnHCI; coluna 7, 2 M GdnHCI; coluna 8, 3M GdnHCI; coluna 9, 4 M
GdnHCI; coluna 10, 5 M GdnHCI; colunall, 6M GdnHCI; coluna 12, Corpos de incluséo (amostra

insoltvel); Coluna 14, cultura bacteriana total, antes da ativagéo com IPTG
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Figura 16: Efeito de efeitos de diferentes reagentes na solubilizagdo da proteina Naterina 2.
Andlise por SDS-PAGE ndo reduzido da amostra sollvel obtida em tampdo de renaturacdo
contendo 10 mM na proporgdo de 2 GSH:3 GSSG pH 8,0 e 1 M GdnHCI. Coluna 1, Marcador de
peso molecular; Coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra insolivel); Coluna 3, Triton X-100 0,5 mM,
Coluna 4, NaCl 0,15 M; Coluna 5, Sem aditivos; Coluna 6, Tween 20 0,1 mM; Coluna 7, PEG 6000
0,1 %; Coluna 8, Surfaina 1%; Coluna 9, Surfaina 0,1%; Coluna 10, Glicose 1M; Coluna 11, L-
Arginina 0,5 M; Coluna 12, Glicerol 2,5 M; Coluna 13, Sacarose 1 M; Coluna 14, cultura total antes
da ativagédo com IPTG.
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Figura 17: Efeito de efeitos de diferentes pHs na solubilizagdo da proteina Naterina 2. Andlise por
SDS-PAGE néo reduzido da amostra sollvel obtida em tamp&o de renaturagéo contendo 10 mM
na propor¢do de 2 GSH:3 GSSG e 1 M GdnHCI, PEG 6000 0,1 %. Coluna 1, Marcador de peso
molecular; Coluna 2, Cultura de células sem ativagdo com IPTG; Coluna 3, Corpos de inclusdo
(amostra insolavel), Coluna 4, pH 5,5; Coluna 5, pH 6,5; Coluna 6, pH 7,5; Coluna 7, pH 8,0;
Coluna 8, pH 8,5; Coluna 9, pH 9,0. As amostras foram dialisadas em tampéao pH 8,0.
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Figura 18: Efeito de efeitos de diferentes D.O.s na solubilizacdo da proteina Naterina 2. Analise
por SDS-PAGE néo reduzido da amostra soltvel obtida em tampéo de renaturagdo contendo 10
mM na propor¢éo de 2 GSH:3 GSSG pH 9,0 e 1 M GdnHCI, PEG 6000 0,1 %. Coluna 1, Marcador
de peso molecular; Coluna 2, Cultura de células sem ativagdo com IPTG; Coluna 3, Corpos de
inclusdo (amostra insoltvel); Coluna 4, D.O. 2; Coluna 5, D.O. 4; Coluna 6, D.O. 6; Coluna 7, D.O.
8; Coluna 8, D.O. 10; Coluna 9, D.O. 12; Coluna 10, D.O. 14; Coluna 11, D.O. 16.

6.2.2 Condicéo final

A Figura 19 mostra um gel de eletroforese de todas as fases da obtencéo
de Naterina 2, sollvel. Conforme se pode observar na coluna 8 desta figura, a
amostra que nao foi submetida a pressao e foi mantida em pressdo atmosférica
ndo foi renaturada. O rendimento de renaturacdo da naterina foi de 20% a partir
de proteina insoltuvel (corpos de inclusdo) e foram obtidas 3,7 mg de Naterina

renaturada/L de cultura bacteriana.
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Figura 19: Gel de eletroforese com todas as fases da renaturacéo. Andlise por SDS-PAGE néo
reduzido de Naterina 2 sollvel obtida em tampéao de renaturagdo contendo 10 mM na propor¢do de
2 GSH:3 GSSG e 1 M GdnHCI pH 9,0 e corpos de inclusdo na D.O. 6, com rendimento de 20 %.
Coluna 1, marcador de peso molecular; Coluna 2, bactéria total antes da ativagdo com IPTG;
Coluna 3, bactéria total apés a ativagdo com IPTG; Coluna 4, Corpos de inclusdo (amostra
insolavel); Coluna 5, amostra insollvel apds a pressurizacédo; Coluna 6, amostra insolavel apés
dialise; Coluna 7, amostra pressurizada e dialisada; Coluna 8, amostra mantida a presséo
atmosférica ap6s a didlise.

A Figura 20 mostra fotografias em microscopia eletrnica de varredura das
amostras insollveis: corpos de inclusdo (Figura 7A), fracdo insolivel dos corpos
de inclusédo de Naterina 2 pressurizados (Figura 7B) e também os agregados
formados apds dialise (Figura 7C). Nesta figura pode-se observar que os
agregados formados apds a pressurizacdo possuem morfologia muito diferente
daquela dos corpos de inclusdo, indicando que houve a solubilizacdo desses
agregados durante a pressurizacdo e que provavelmente ocorreu a reagregacao

no retorno a pressao atmosférica.
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Figura 20: Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das diferentes fases do processo de

renaturagdo. A, corpos de inclusdo antes da pressurizacdo; B, corpos de inclusdo apds a
pressurizagdo; C, agregados formados apo6s a dilise.

O ensaio de microscopia intravital mostrou o aumento de linfécitos nas
vénulas e também a presenca de trombos, sintomas que provavelmente se devem
a presenca de contaminantes bacterianos. Porém, um sintoma caracteristico da
Naterina, que consiste na constricdo de arteriolas foi observado. A figura 21
mostra vénulas e arteriolas antes da aplicacao da proteina. A figura 22 mostra a
fotografia do tecido do camundongo 15 minutos ap6s a aplicacdo da amostra
controle (amostra soltvel de lisado de E. coli sem o gene e tratada do mesmo
modo que a Naterina 2 sollvel). A figura 23 mostra o tecido do camundongo apés
a aplicacdo da amostra contendo Naterina 2 recombinante sollvel e pode-se
observar que houve a contracdo de arteriolas (fotografias A e B), apds 5 minutos,
cuja acao provavelmente se deve a acdo desta proteina recombinante. Houve
reversdo deste sintoma, conforme se pode observar na Figura 21C apés 15

minutos.

A B
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Figura 23: Fotografias do tecido murino apds a aplicacdo da amostra de Naterina 2. A e B,
contragdo de arteriolas apds 5 minutos da aplicagdo da amostra; e C, descontragdo da arteriola
apo6s 15 minutos.



6.3 Bothropstoxina 1

6.3.1 Determinagé&o das condigdes de pressurizagao

As Figuras 24 a 29 mostram géis de eletroforese de poliacrilamida de
amostras de Bothropstoxina 1 pressurizadas em 2000 bar por 16 horas em
diversas condi¢des de tampéao de renaturacdo. Apés a pressurizacdo as amostras
foram centrifugadas e a seguir dialisadas para retirada do GdnHCI. Nas figuras 24
e 25 podemos observar que foi obtido melhor rendimento de Bothropstoxina 1
soltvel quando o par redox foi utilizado no tampé&o de renaturagdo na proporgéo
de 2 GSH: 3 GSSG (Figura 24, coluna 5) na concentracdo total de 3 mM de
(Figura 25, coluna 6).

A Figura 26 mostra que a concentracdo de GdnHCI na qual se obteve maior
concentracdo de Bothropstoxina 1 solGvel foi a de 2 M (coluna 8). O pH de
renaturagéo escolhido foi de 7,5 (coluna 5 da Figura 27). A figura 28 demonstra
gue a presenca dos aditivos ndo levou a obtencdo de melhores rendimentos de
renaturacao. A figura 29 mostra que os rendimentos de Bothropstoxina 1 solGveis
foram proporcionais a diluicdo das amostras e que portanto, a condicao de menor
concentracdo estudada (D.0.=0,5) foi a escolhida (Figura 29, coluna 3). O

rendimento de renaturacao foi de 30%.
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Figure 24: Efeito de diferentes propor¢des de glutationas oxidada: reduzida na solubilizagédo da
proteina Bothropstoxina 1. Andlise por SDS-PAGE reduzido da toxina solivel obtida em tampéo de
renaturagéo contendo 2 M de GdnHCI e concentrac¢éo de glutationas oxidada e reduzida de 10 mM
e pH 7,5. Coluna 1, Marcador de peso molecular; Coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra
insoltvel); Coluna 3, GSH 1:9 GSSG; Coluna 4, GSH 1:4 GSSG; Coluna 5, GSH 2:3 GSSG;
Coluna 6, GSH 1:2 GSSG; Coluna 7, GSH 1:1 GSSG; Coluna 8, GSH 2:1 GSSG; Coluna 9, GSH
3:2 GSSG; Coluna 10, GSH4:1 GSSG; Coluna 11, GSH 9:1 GSSG.



566 KDal

45 KDa

36 KDa

20 KDa -

14 .5 KDa r

Bothrops taxina 19

Figure 25: Efeito de diferentes concentracdes finais de glutationas oxidada: reduzida em

proporgdo 2:3 na solubilizagdo da proteina Bothropstoxina 1. Analise por SDS-PAGE reduzido da

toxina soluvel obtida em tampéo de renaturagdo contendo 2 M de GdnHCI e pH 7,5. Coluna 1,

Marcador de peso molecular; Coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra insoltvel); Coluna 3, 0 mM de

GSH/GSSG; Coluna 4, 0,7 mM de GSH/GSSG; Coluna 5, 1,5 mM de GSH/GSSG; Coluna 6, 3

mM de GSH/GSSG; Coluna 7, 6 mM de GSH/GSSG; Coluna 8, 10 mM de GSH/GSSG; Coluna 9,
20 mM de GSH/GSSG.
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Figure 26: Efeito de diferentes concentragdes finais GdnHCI na solubilizacdo da proteina
Bothropstoxina 1. Analise por SDS-PAGE reduzido da Bothropstoxina 1 solivel obtida em tampéao
de renaturagcdo contendo 3 mM na proporgdo de 1 GSH:2 GSSG pH 7,5. Coluna 1 Marcador de
peso molecular; coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra insolavel); coluna 3, 0 M GdnHCI; coluna 4,
0,25 M GdnHCI; coluna 5, 0,5 M GdnHCI; coluna 6, 0,75 M GdnHCI; coluna 7, 1 M GdnHCI; coluna
8, 2 M GdnHCI,; coluna 9, 4 M GdnHCI; coluna 10, 6 M GdnHCI.
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Figure 27: Efeito de diferentes pHs na solubilizagcdo da proteina Bothropstoxina 1. Analise por
SDS-PAGE reduzido da Bothropstoxina 1 soltvel obtida em tampéo de renaturagdo contendo 3
mM na proporcéo de 2 GSH:3 GSSG e 2 M GdnHCI. As amostras foram dializadas em tampé&o pH
7,5. Coluna 1, marcador de peso molecular; coluna 2, corpos de inclusdo (amostra insolavel);



coluna 3; Tris HCI pH 5,5; coluna 4, Tris HCI pH 6,5; Coluna 5, Tris HCI pH 7,5; Coluna 6, Tris HCI
pH 8,5; Coluna 7, Tris HCI pH 9,0.
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Figura 28: Efeito de efeitos de diferentes aditivos na solubilizagcdo da proteina Bothropstoxina 1.
Andlise por SDS-PAGE reduzido da amostra solGvel obtida em tampé&o de renaturacédo contendo 3
mM na propor¢do de 2 GSH:3 GSSG pH 7,5 e 2 M GdnHCI. Coluna 1, Marcador de peso
molecular; Coluna 2, Corpos de inclusdo (amostra insolivel); Coluna 3, sem aditivos; Coluna 4,
NaCl 0,15 M; Coluna 5, L-Arginina 0,5 M; Coluna 6, PEG 6000 0,1 %; Coluna 7, Glicose 1M;
Coluna 8, Glicerol 2,5 M; Coluna 9, Sacarose 1 M; Coluna 10, Surfaina 1%; Coluna 11, Surfaina

0,1%; Coluna 12, Tween 20 0,1 mM; Coluna 13, Triton X-100 0,5 mM,
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Figura 29: Efeito de diferentes DO s no rendimento de renaturagdo de Bothropstoxina 1. Analise
por SDS-PAGE reduzido de Bothropstoxina 1 solivel obtida em tampé&o de renaturacéo contendo 3
mM na proporgdo de 2 GSH:3 GSSG e 2 M GdnHCI pH 7,5. Colunal) Marker; Coluna 2) Corpos
de inclusédo (amostra insoltvel) na concentracédo de 0,5 DO; Coluna 3) 0,5 DO; Coluna 4) 1,0 DO;
Coluna5) 2,0 DO; Coluna 6) 4,0 DO; Coluna 7) 6,0 DO; e, Coluna 8) 8,0 DO.

6.3.2 Condicéo final

A Figura 27 mostra um gel de eletroforese de todas as fases da obtencéo
de Bothropstoxina 1 solivel. Conforme se pode observar na coluna 7 desta figura,
a amostra mantida em pressao atmosférica ndo foi renaturada. O rendimento de
renaturacdo da Bothropstoxina 1 foi de 32%, e foram obtidas 9,2 mg de
Bothropstoxina 1 renaturada/L de cultura bacteriana.
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Figura 30: Gel de eletroforese com todas as fases da renaturagdo. Analise por SDS-PAGE
reduzido de Bothropstoxina 1 solGvel obtida em tamp&o de renaturacdo contendo 3 mM na
propor¢do de 2 GSH:3 GSSG e 1 M GdnHCI pH7,5 e corpos de inclusdo na DO 0,5, com
rendimento de 32 %. Coluna 1, marcador de peso molecular; Coluna 2, bactéria total antes da
ativagdo com IPTG; Coluna 3, bactéria total apds a ativagdo com IPTG; Coluna 4, Corpos de
inclusdo (amostra insolavel) antes da pressurizagdo; Coluna 5, amostra insolivel apés a
pressurizacdo; Coluna 6, amostra insolivel apds a dialise; Coluna 7, amostra pressurizada e
dialisada; Coluna 8, amostra dialisada renaturada em presséo ambiente.

Pela analise por western blot (Figura 31), podemos verificar que houve uma

identidade imunoldgica de Bothropstoxina 1, que apresentou-se como dimero e

mondmero, aparentemente em grande concentragao.
1 2

Figura 31: Western blotting de Bothropstoxina . O anticorpo utilizado foi anti IgG anti mouse.
Coluna 1; 1, padrdo de Bothropstoxina 1; coluna 2, Bothrops toxina 1.
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Figura 32: Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das diferentes fases do processo de
renaturagdo. A, corpos de inclusdo antes da pressurizagdo; B, corpos de inclusdo apés a
| pressurizagdo. N&o foi possivel a visualizagdo dos agregados apés a didlise.



A Figura 33 mostra fotografias de amostras insollveis de Bothropstoxina 1
analisadas por microscopia eletrbnica de varredura: corpos de inclusdo (Figura
32A), fracao insollvel dos corpos de inclusdo de Bothrops toxina 1 pressurizados
(Figura 32B). Nesta figura pode-se observar que os agregados formados apés a
pressurizacdo possuem morfologia muito diferente daquela dos corpos de
inclusdo, indicando que houve a solubilizagdo desses agregados durante a
pressurizacao e que provavelmente ocorreu a reagregacao no retorno a pressao
atmosférica.

A figura 32 mostra o gréafico de atividade de LDH do sobrenadante de
cultura das células C2C12 tratadas com a toxina, mostrando que a Bothorpstoxina
1 renaturada sob pressdo a partir dos corpos de inclusdo mostrou atividade
citotoxica dose-dependente para a cultura de células C2C12. A citotoxicidade foi

maior para as células diferenciadas do que para as células néo diferenciadas.
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Figura 33: Atividade de LDH do sobrenadante da cultura de células C2C12 tratadas com
Bothropstoxina 1 renaturada.



7 Discussao

Neste trabalho foi obtida a solubilizacdo e renaturacdo, sob condicdo de
alta pressao hidrostatica, de trés diferentes proteinas a partir de agregados em
corpos de incluséo.

Para a realizacdo deste trabalho de renaturacdo de proteinas agregadas
em corpos de inclusdo produzidos em E. coli foram escolhidas toxinas com pelo
menos 5 pontes dissulfidicas, o que em geral torna dificil sua renaturacéo.
Tentativas anteriores de se tentar obter a renaturacdo das toxinas NXH8 e
Naterina 2 foram infrutiferas, invariavelmente sendo obtidos altos niveis de
reagregacao com conseqiente formacdo de agregados insollveis (Magalhées e
cols., 2005; Prieto, 2002). A renaturacdo da Bothropstoxina 1, no entanto, ja foi
obtida utilizando processo que inicia com a solubilizacao desta proteina utilizando
altas concentracdes de agente desnaturante (Ward, 2001).

A presenca de cavidades ndo expostas a agua nas proteinas no estado
agregado faz com que estas apresentem maior volume do que essas mesmas
proteinas no estado nativo ou desnaturado (Silva e cols., 2006). Em pressdes da
ordem de 1000 a 3000 bar sdo favorecidos os estados protéicos contendo
espacos de cavidades minimos, ou seja, proteinas no estado nativo ou
desnaturado seriam favorecidas sobre estruturas agregadas. PressGes moderadas
(1000-3000 bar) sdo geralmente efetivas para a dissociacdo de oligdbmeros e
agregados protéicos enquanto pressdes hidrostaticas maiores (> 3000 bar) séo
tipicamente requeridas para a desnaturacdo de proteinas (Kim e cols., 2006).

O primeiro problema a ser resolvido para obtermos a renaturacdo de uma
proteina a partir de agregados sollveis é a solubilizacdo desta suspenséao e isto
pode ser obtido pela utilizagdo de altas pressfes, auxiliadas pela presenca de

agentes desnaturantes, geralmente em baixas concentracfes. Foi demonstrado



gue pontes de hidrogénio ndo nativas entre moléculas nos agregados, as quais
sdo insensiveis a aplicacao de pressao, interferem com a dissolucao induzida pela
pressdo e que a presenca de GdnHCI ou uréia em concentracdes sub-
desnaturantes pode auxiliar a romper essas pontes e permitir a dissolugcdo dos
agregados insolUveis (St John e cols., 2001).

Ja foi demonstrada a presenca de certa porcentagem de estruturas
secundarias e mesmo terciarias semelhantes as nativas em corpos de incluséo
bacterianos, concomitantemente com proteinas sem conformacao (Tsumoto e
cols., 2003; Garcia-Fruitos e cols., 2007). A utilizacdo de altas concentracfes de
agentes desnaturantes para a solubilizacdo de proteinas recombinantes durante
processos de renaturacdo de proteinas induz a desnaturacéo, perda de estrutura,
e por isso durante a remocgdo do agente desnaturante, para obtencdo do
enovelamento das proteinas, geralmente ocorre reagregacédo. (Middelberg, 2002).
Além disso, tem sido demonstrado que a utilizacdo de condicbes brandas de
solubilizacdo dos corpos de inclusdo favorecem a manutencdo das estruturas
nativas, favorecendo o enovelamento e a renaturacéo de proteinas recombinantes
(Singh, 2005, Patra, 2000; St. John, 2001).

Devido ao fato de altas pressbes favorecerem a desagregacdo de
proteinas, no caso de renaturacdo nessas condicdes foi necessaria a utilizagcao de
concentracdes de GdnHCI bem menores do que aquelas normalmente utilizadas
para a solubilizacdo de corpos de inclusdo em pressdo atmosférica. A presenca
de GdnHCI se mostrou indispensavel para a renaturacdo das trés toxinas aqui
estudadas. As molaridades minimas de GdnHCI utilizadas por nés foram de 2M
para NXH8 e 1M para Naterina 2. Para a Bothropstoxinal a molaridade minima de
GdnHCI também foi de 1M.

Nas trés toxinas estudadas foram realizados controles em que as mesmas
amostras foram submetidas a pressurizagcédo foram também mantidas sob presséo
atmosférica, tendo sido obtidos sempre niveis de proteinas solUveis muito abaixo
do que aqueles obtidos para as amostras pressurizadas.

A aplicacdo de 2000 bar de pressdo em agregados de NXH8 em corpos de
inclusdo em solugdo contendo 1 M de GdnHCI foi o suficiente para que o
espalhamento de luz, medido em fluorimetro em 320 nm, caisse em 72,9 %,
(quando comparado com o espalhamento de luz em pressédo atmosférica e na

auséncia de guanidina) e estabilizasse em 30 min apds a aplicacdo da presséao,



indicando que somente 27,1 % dos agregados ndo foram solubilizados durante a
presséo (dados ndo mostrados).

Pela técnica de renaturacdo convencional se utlizam pares oxido-
redutores, os quais possibilitam que as pontes dissulfeto se rompam e se formem
de forma dindmica durante o enovelamento das proteinas que possuem pontes
dissulfeto (St John e cols., 2002; Drevet e cols., 1997). O par redox também se
mostrou fundamental para a recuperacao das proteinas estudadas neste trabalho,
durante o processo de renaturacdo, o que era esperado, tendo em vista que as
trés toxinas apresentam varias pontes dissulfeto. As concentragdes 6timas do par
redox variaram entre 3, 6 e 10 mM e proporcoes de GSH 1:4 GSSG e 2 GSH:3
GSSG. A proporcéo de 2GSH: 3GSSG em concentracédo de 3 mM foi estabelecida
para renaturacdo da Bothropstoxina 1. Ward e cols descreveram proporcao
semelhante desses reagentes (1GSH:1GSSG), em concentracdo de 8 mM para a
renaturacdo desta proteina utilizando processo tradicional, em pressao
atmosférica (Ward, 2001).

O pH do tampéo utilizado para renaturacao também é critico para que a
reacdo de oxidacdo/reducdo ocorra. Normalmente pHs alcalinos favorecem a
formacao de pontes dissulfidicas nativas (Clark, 2001), pois permitem a formacéo
e quebra de pontes dissulfidicas (Gilbert, 1995). O pH alcalino (8-9) promove a
formacdo do anion tiolato e assim a troca das pontes dissulfeto (Middelberg,
2002). pHs alcalinos foram utilizados para as trés proteinas testadas. O pH de 9,0
foi selecionado para a renaturacdo das toxinas NXH8 e Naterina 2. Para
Bothropstoxina 1 o pH de 7,5 foi selecionado. E apesar de do fato da literatura
existente dizer que para minimizar a agregacédo durante a renaturacdo, o pH da
solucdo deve estar entre 1 ou 2 unidades de pH abaixo ou acima do ponto
isoeléltrico (Pl) da proteina, para duas das trés toxinas solubilizadas neste estudo,
foi utilizado um tampéo de renaturacédo com pH préximo ao Pl da proteina, sendo
estas a Bothropstoxina 1 (Pl = 8,2) e a Naterina 2 (Pl = 8,5).

A presenca de aditivos como o aminoacido L-arginina, aglcares e polidis
pode ser uma ferramenta muito Gtil para modular a termodinamica e cinética de
reacbes de proteinas e agregados protéicos, tanto em condicbes de pressao
atmosférica quanto sob altas pressées (Clark, 2001; Kim e cols., 2006).

Houve um pequeno acréscimo de rendimento de NXH8 e Bothropstoxina 1

sollvel quando se adicionou o detergente surfaina. No entanto, preferimos nao



utilizar este reagente pelo fato de os detergentes serem usualmente de dificil
separacao da proteina de interesse, mesmo apoés realizacdo de dialise. A
presenca de PEG 6000 se mostrou bastante Util para a elevacdo dos rendimentos
de Naterina 2 soltvel e foi utilizado nos experimentos subsequentes.

O ensaio de Western blotting mostrou que a Bothropstoxina 1 e NXH8
apresentam identidade imunol6gica. A NXH8 se apresentou como mondmero,
dimero e trimero sob condicbes ndo redutoras. Sob condicbes redutoras a
proteina apresentou uma menor migracdo no SDS-PAGE, o que é uma indicacao
da presenca de pontes dissulfidicas na proteina renaturada. A Bothropstoxina 1
apresentou-se também como monémero e dimero.

A concentracdo de proteinas pode também ser um parédmetro importante
para correta renaturacdo, que compete com os caminhos de agregacdo e de
formacdo de estrutura incorreta (Randolph e cols.,, 2002). Alguns artigos
demonstraram que a concentracdo de proteinas necessaria para renaturagdo sob
altas pressdes pode ser de uma a duas ordens de grandeza maior que aquelas
comumente utilizadas para renaturacdo tradicional onde a concentracéo inicial das
proteinas varia de 10-50 ug/mL (Phelps, 2007, St John e cols., 1999; Singh e
Panda, 2005). Este foi o caso para a Naterina 2, onde ndo se observou diferenca
nos rendimentos desta proteina solubilizada nas D.O.s testadas. Para as
proteinas NXH8 e Bothrops toxina 1 o rendimento de obtencdo foi maior em
condi¢cdes de menor concentragéo protéica (0,5 de DO).

Nas fotografias dos agregados protéicos analisados em MEV, podemos
observar que o formato dos corpos de inclusdo das proteinas NXH8 e Naterina 2
sofreram modificacdo durante as etapas da pressurizacdo, passando de formas
bem definidas antes da pressurizacdo, a agregados disformes indicando que as
proteinas foram parcialmente solubilizadas, mas que nem toda proteina adquiriu o
enovelamento nativo. Na Ultima etapa, ap6s a diadlise, os agregados se
apresentaram em grumos indicando que as proteinas que nao sofreram a
renaturagdo correta, voltaram a se agregar quando foram retirados os agentes
desnaturantes.

Foi observado, por andlise de florescéncia, um deslocamento do pico
maximo de emissao de triptofano da NXH8 solluvel, renaturada sob pressédo na
presenca de concentracbes crescentes de uréa, indicando maior exposicédo do

aminoacido triptofano, o que é uma indicacdo de que se trata de uma proteina



com estrutura terciaria adequada. O espectro de dicroismo circular apresentou um
pico negativo em torno de 200 nm e positivo em 190 nm em todas as
temperaturas analisadas. Os espectros de proteinas compostas exclusivamente
de folhas beta, apresentam baixa intensidade e exibem uma variedade de
formatos com um pico minimo em 210-220nm e um pico negativo entre 170 e 180
nm, passando para positivo em 185 nm. No entanto, foi descrito que algumas
proteinas com este tipo de estrutura apresentam um modelo de espectro
caracteristico de proteinas sem conformacdo, como por exemplo a elastase e a
alfa quimiotripsina (Hennessey e Johnson, 1981). A estrutura cristalogréafica
destas proteinas mostra que estas folhas antiparalelas dobradas possuem formas
muito distorcidas ou formam pequenas cordas irregulares. Estas irregularidades
podem causar um pico de CD negativo na regido de 200 nm (Manavalan e
Jonhson, 1983). Por isso, ndo pudemos comprovar por andlise de dicroismo
circular se a estrutura secundéria de folhas beta da NXH8 esta corretamente
formada. A andlise de dicroismo circular, com a variacdo da temperatura, mostra
gue houve mudanca de estrutura secundaria da NXH8 pela elevacdo da
temperatura. Devido ao fato de desconhecermos se existe e qual seria a atividade
biolégica da NXH8, também nédo pudemos comprovar se a proteina solubilizada
possui alguma atividade. A proteina solubilizada pela aplicacao de altas pressées
se mostrou estavel, sem sinal de reagregacéo, inclusive durante a purificacdo em
resina de afinidade por metais imobilizados e andlise em cromatografia de
exclusdo molecular (HPLC).

Em ensaio biolégico, no qual se utilizou a Naterina 2 renaturada sob altas
pressfes a toxina se mostrou ativa em ensaio de microscopia intravital, causando
uma contragcdo em vénulas, bem como o aparecimento, rolamento e fixacdo de
linfécitos nos vasos. Estes mesmos fendmenos também foram descritos na
presenca do veneno total do niquim (dados ndo mostrados), indicando que a
Naterina 2 renaturada sob pressao possui atividade biolégica semelhante aquela
nativa, presente no veneno de ninquim. A presenca de trombos foi verificada na
amostra de naterina renaturada mas também foi observada na presenca de
amostra controle.

A Bothropstoxina 1 apresenta uma estrutura tridimensional idéntica a das
fosfolipases A2 de classe IlI, no entanto, devido a uma mutagdo, com a

substituicdo do acido aspartico 49K, pela lisina, esta proteina é incapaz de se ligar



ao Ca2+, e portanto é desprovida de atividade catalitica do fosfolipede e por isso
nao utilizamos ensaio de atividade fosfolipasica para determinacéo de atividade
desta toxina. Ensaios de deteccdao de LDH na cultura de miotdbulos ou de
mioblastos tratados com Bothropstoxina 1 foram realizados. Os resultados
obtidos demonstraram que a proteina renaturada sob pressdo apresentou
atividade citolitica, sugerindo que o tratamento levou a formacdo de
Bothropstoxina 1 com estrutura biofuncional.

A renaturacdo de proteinas de agregados em corpos de inclusdo € um
problema relevante tanto cientifica quanto economicamente, uma vez que corpos
de inclusdo sdo um produto muito comum quando se usa a técnica de DNA
recombinante para a expresséo de proteinas.

A utllizacdo de altas pressdes hidrostaticas como uma ferramenta para
obtencdo de renaturacdo de proteinas agregadas é um processo relativamente
novo e pouco estudado, com pouquissimos casos na literatura, o que coloca o
presente trabalho como original e inovador.

Considerando que nunca foi descrito processo de renaturacéo de duas das
trés toxinas estudadas (Naterina 2 e NXH8) e que as trés toxinas apresentam
varias pontes dissulfeto, fator que dificulta em muito o processo de renaturagéo, a
obtencao de rendimentos satisfatérios: 28,6 mg de NXHS8/L de cultura, 3,7 mg de
Naterina 2/L de cultura e 9,2 mg de Bothropstoxina 1/L de cultura (20 a 40% a
partir de corpos de inclusdo) de proteinas sollveis e com atividade bioldgica € um

resultado de muita relevancia.
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